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A proteolitikus enzimek, proteázok vagy peptidázok, olyan fehérjék, amelyek peptidkötés 
hidrolízisét katalizálják. 
Az él világ minden szintjén megtalálhatóak, a vírusoktól kezdve a baktériumokon, 
archeákon át, a növényekig, állatokig. Az emberi genomban mintegy 500 proteázt kódoló gént 
azonosítottak, ezzel a fehérjék kb. 2 %-át alkotják a proteázok (Puente, Sanchez et al. 2003). Az 
él világ egészére vonatkozóan is hasonló az arányuk (Rawlings, Tolle et al. 2004). 
A proteolitikus enzimek alapvet  fontossággal bírnak minden él  szervezetben. Olyan 
fontos biológiai folyamatokban vesznek részt és játszanak szabályozó szerepet, mint a 
véralvadás, a fibrinolízis, a vérnyomás szabályozása, a peptidhormonok érése, zimogén formából 
való aktiválása, a komplement-rendszer aktiválódása vagy a fehérjelebontás. 
Sok proteáz hozható kapcsolatba valamely betegséggel, így ezek az enzimek a kutatás 
fontos célpontjai. Biotechnológiai felhasználásuk során els sorban adott célvegyületek hasítására 
alkalmazhatók. 
 
1.1 A proteolitikus enzimek csoportosítása 
 
Az enzim nevezéktan (Enzyme Nomenclature) által alkalmazott csoportosítás szerint a 
peptidázok a hidroláz osztályba (EC-száma: 3), ezen belül a peptid-hidroláz alosztályba (EC 3.4) 
tartoznak. Az exopeptidázok a peptidlánc N- ill. C-terminális végér l hasítanak le egy vagy két 
aminosavat. A peptidlánc belsejében hasító endopeptidázokat a katalízis mechanizmusa szerint 
sorolják további csoportokba. A katalitikus helyen a szerin-proteázok (EC 3.4.21) rendszerint 
szerint és hisztidint, a cisztein-proteázok (EC 3.4.22) ciszteint és hisztidint tartalmaznak, az 
aszpartil-proteázokban (EC 3.4.23) két savas csoport, míg a metallo-proteázokban (EC 3.4.24) 
egy fémion és egy glutaminsav részvételével megy végbe a katalízis. 
A peptidázok rokonság alapján történ  csoportosítása (Rawlings and Barrett 1993) 
szintén tartalmazza a katalízis mechanizmusa szerinti besorolást, megkülönböztetünk szerin-, 
treonin-, cisztein-, asztartil- és metallo-proteázokat (jelölésük rendre S, T, C, A és M). A 
peptidázokat ezen túl klánokba és családokba sorolják. A családba sorolás alapja az 
aminosavszekvencia hasonlósága. A hasonlóságnak leginkább a peptidáz részben kell jelen 
lennie. Azok a fehérjék, családok, amelyek bizonyítottan egy közös sre vezethet k vissza, egy 
klánt alkotnak. A közös eredetre utaló bizonyíték lehet hasonló térszerkezet, vagy ha ez nem áll 
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rendelkezésre, a katalitikus aminosavoldalláncok polipeptidláncbeli azonos elrendez dése, ill. a 
katalitikus aminosavak körüli hasonló szekvenciamotívum. A szekvenciák vizsgálatával a 
proteázok világában mintegy 60 különböz  evolúciós vonal léte állapítható meg (Rawlings and 
Barrett 1994). 
 
1.2 A szerin-proteázok 
 
A peptidázok mintegy harmada szerin-peptidáz. Sokáig két klán volt ismeretes, a tripszin 
és a szubtilizin nevével jelzett. Azóta számos szerin-proteáz családot írtak le, a klánok száma is a 
megoldott szerkezetek számával n tt. Az els ként megoldott szerkezet (Blow, Birktoft et al. 
1969) mutatta meg, hogy az enzimben a katalízis szempontjából három fontos aminosav 
található, egy szerinb l, hisztidinb l és aszparaginsavból álló triád. Miután a következ  
szerkezetek is kimutatták jelenlétét, a katalitikus triád a szerin-proteázok megkülönböztet  
jegyévé vált. Nemrégiben másféle katalitikus triádot (Ser-His-His vagy Glu-Asp-Ser), s t 
katalitikus diádot (Ser-Lys) tartalmazó szerin-peptidázokat is leírtak. A klasszikus Asp-His-Ser 
triád megtalálható több szerin-peptidáz klánban, ami a konvergens evolúció példájaként jelzi, 
hogy ez a hatékony katalízist lehet vé tev  szerkezet az evolúció során több úton is kifejl dött 
(Dodson and Wlodawer 1998). A katalitikus aminosavak sorrendje a f láncban általában jellemzi 
a klánt. A különböz  feltekeredés  szerkezetek ellenére a katalitikus aminosavak geometriája 
gyakorlatilag azonos, azonos mechanizmust jelezve. 
 
1.2.1 Mechanizmus és kinetika 
A szerin-proteázokra a kísérleti eredményeknek megfelel en a következ  mechanizmus 
az elfogadott. Az enzim (E) katalitikus szerinjének OH-oxigénje nukleofil támadást intéz a 
szubsztrát (S) peptidkötésének pozitív polározottságú karbonil-szene ellen, melyet a katalitikus 
hisztidin mint bázis katalizál, így a szerinr l a proton a hisztidinre kerül, miközben egy negatív 
töltés , tetraéderes intermedier képz dik. Az intermedier általános savkatalízissel bomlik el, a 
proton a hisztidin-imidazóliumról a távozó amin (P1) termékre kerül, miközben kialakul az acil-
enzim kovalens intermedier (EA). Ennek a hidrolízise, a deaciláció is addiciós-eliminációs 
reakcióban, általános bázis-, majd sav-katalízissel történik, a különbség annyi, hogy a támadó 
nukleofil egy vízmolekula. A deacilációs lépés a karbonsav termékhez (P2) és szabad enzimhez 
vezet. 
A mechanizmust, az egyes kinetikai lépéseket el térbe helyezve, röviden a következ  
séma szemlélteti (Hartley and Kilby 1954): 
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E + S       ES           EA            E        
P1            P2




Az ES komplex a nem-kovalens enzim-szubsztrát vagy Michaelis-komplex, míg k1, k-1, k2 és k3 
rendre az ES-komplex kialakulásának és bomlásának, az acilációnak és a deacilációnak a 
sebességi állandója. 
A Michaelis-Menten paraméterek, azaz kcat, az enzim-szubsztrát komplex termékké való 
átalakulásának sebességi állandója és Km, a szubsztráttal telített enzimmel mérhet  maximális 
sebesség (V) feléhez tartozó szubsztrátkoncentráció, kifejezhet k az egyes elemi lépésekhez 
tartozó sebességi állandókkal is: 
kcat = V / E0 = k2 k3 / (k2+k3) 
Km = (k2+k-1) / k1 = Ks k3 / (k2+k3) 
Az enzim-szubsztrát komplex valódi disszociációs állandója Ks=k-1/k1. A szerin-proteázoknál az 
acil-enzim intermedier miatt Km Ks. 
Az acilációt a kcat vagy a kcat/Km konstanssal írhatjuk le. A kcat az acil-enzim enzim-
szubsztrát komplexb l való kialakulásának (ES EA+P1) els rend  sebességi állandója, 
átalakulási számnak (turnover number) is nevezik; kcat/Km ezzel szemben az acil-enzim szabad 
enzimb l és szubsztrátból való kialakulásának (E+S EA+P1) másodrend  sebességi állandója, 
és specifitási állandónak is nevezik, mivel az enzimnek az egymással verseng  szubsztrátokkal 
szemben mutatott specifitását adja meg. 
 
1.2.2 A katalitikus triád 
Inaktivációs kísérletek megmutatták, hogy a szerin-proteázok katalízisében valóban 
szerinnek és hisztidinnek van szerepe. A kimotripszin sztöchiometrikusan reagál DIFP 
inhibitorral, a reakcióban egy szerin oldallánc foszforilálódik. Ugyanez az aktív szerin reagál más 
inhibitorokkal, valamint észterekkel, amidokkal és peptidekkel is. Acil-enzim komplexek 
kristályszerkezetében látszott a Ser O  atom és a hasadó kötés szénatomja közötti kapcsolat, ami 
bizonyította a szerin nukleofil támadását. A katalitikus hisztidin meghatározható specifikus 
módosítással. Az ilyen affinitásjelöl  reagens a katalitikus hisztidint specifikusan és 
irreverzibilisen alkilálja, mint pl. a TPCK a kimotripszint vagy a TLCK a tripszint (Schoellmann 
and Shaw 1963; Shaw and Glover 1970). A kcat pH-függéséb l meghatározott ~7 pK-érték is arra 
utalt (Cunningham and Brown 1956), hogy a szerin-proteázok katalízisében hisztidin oldal-
 8 
láncnak lehet szerepe. Kés bbi munkák azt is megmutatták, hogy mind az acilációban, mind a 
deacilációban egy pK~7 bázis m ködik közre (Bender, 1963; (Himoe, Parks et al. 1967). 
A kimotripszin szerkezete azt is megmutatta, hogy a katalitikus hisztidin ideális 
pozícióban van ahhoz, hogy N 2 nitrogénje fogadja a katalitikus szerin fel l a protont (következ  
séma), másik nitrogénje pedig hidrogénkötést (szaggatott vonalak) alakít ki egy aszparaginsavval 

















A három oldallánc geometriája alapján alakult ki az a nézet, hogy a katalitikus triád ún. 
töltésrelé-rendszerként m ködik (Blow, Birktoft et al. 1969), azaz a proton a szerinr l a 
hisztidinen át az aszpartátra kerül, melynek következtében a szerin nukleofilitása megn . Ez a 
nézet nagyon elterjedt, a napjainkban hozzáférhet  fehérje-adatbázisok is el szeretettel 
emlegetik. Ugyanakkor cáfolták is, hiszen nem túl valószín , hogy a proton a bázikus szerinr l a 
savas aszparaginsav felé mozduljon el (Polgar and Bender 1969). NMR- (Bachovchin, Kaiser et 
al. 1981; Jordan and Polgar 1981) és neutrondiffrakciós (Kossiakoff and Spencer 1980) 
vizsgálatok is arra az eredményre vezettek, hogy a hisztidin van protonálva, nem az aszpartát. 
Újabb felvetés szerint az aszparaginsav stabilizálja a tetraéderes anion és az imidazólium-ion 
alkotta ionpárt, részt vesz a hisztidin megfelel  tautomer formájának megtartásában (Polgar and 
Bender 1969; Polgar 1972; Fersht and Sperling 1973; Warshel 1978). A tiolszubtilizin aktív 
helyén a tiolát-imidazólium ionpár révén az átmeneti állapotra jellemz  töltéseloszlás valósul 
meg; NMR-kísérletek azt mutatták (Jordan and Polgar 1981), hogy ebben az enzimben a His-Asp 
hidrogénkötés a szubtilizinben találtnál jóval er sebb, ami azt jelzi, hogy az átmeneti állapotban 
sokkal fontosabb az Asp és His közötti kölcsönhatás, mint az enzim alapállapotában. A tripszin 
azon mutánsánál, ahol az aszparaginsavat aszparaginra cserélték, a röntgenszerkezet (Craik, 
Roczniak et al. 1987; Sprang, Standing et al. 1987) alapján a hisztidinnek az a tautomer formája 




1.2.3 Az oxianion-köt hely 
A szerin-proteázok általi katalízis további jellemz je, hogy az enzimek stabilizálják a 
szerin nukleofil támadása nyomán keletkez  tetraéderes intermediert, ill. az átmeneti állapotot 
úgy, hogy hidrogénkötéseket alakítanak ki a negatív töltés  oxigénnel. Az oxianion-köt helyen a 
hidrogénkötéseket kialakító csoportok nem azonosak. A kimotripszin-típusú enzimeknél a 
stabilizációt a negatív töltés  oxigén és két f lánc-NH-csoport között létesül  hidrogénkötések 
szolgáltatják, melyek közül az egyik a katalitikus szerinhez tartozó f lánc-NH-csoporttal alakul 
ki. A szubtilizin esetén az egyik hidrogéndonor szintén a katalitikus szerin f lánc-NH-csoportja, 
míg a másik egy aszparagin oldallánc amid-NH2-csoportja. 
Az oxianion-köt hely katalízishez való hozzájárulását vizsgálva a szubtilizin esetén az 
Asn155 cseréje hasonló térigény  leucinra (Bryan, Pantoliano et al. 1986) ill. glicinre (Carter and 
Wells 1990) azt eredményezte, hogy az alkalmazott szubsztrátra kcat értéke két nagyságrenddel 
csökkent, míg Km értéke gyakorlatilag változatlan maradt. Ez azt sugallta, hogy az oxianion-
köt hely hozzájárulása csak az átmeneti állapotot érinti, a szubsztrát köt dését nem befolyásolja. 
Tionészter szubsztrátokkal való vizsgálatok mutatták meg, hogy az oxianion-köt hely 
kifejezetten az oxigénatomot tartalmazó intermedier esetén hatékony. Az oxigén helyett valami-
vel nagyobb ként tartalmazó tionésztereket ugyanis a kimotripszin és a szubtilizin nem hidroli-
zálta, pedig azok reaktivitása nem különbözik nagyban az észterekét l (Asboth and Polgar 1983). 
 
1.2.4 Szubsztrátkötés 
A peptidázok szubsztrátkötésének leírásakor a Schechter-Berger-féle nevezéktan 
(Schechter and Berger 1967) használatos. Eszerint a peptidszubsztrát aminosavai P, mint peptid, 
az enzim köt helyei S, mint subsite jelölést kapnak. A katalitikus szerin a P1 aminosavhoz 
tartozó karbonil-szén ellen hajt végre támadást, a szubsztrát a P1 és P1' aminosavak között hasad. 
A szubsztrát P1 aminosavat megel z  tagjai sorban az N-terminális felé haladva a P2...Pn, a P1' 
utáni aminosavak a C-terminális irányába a P2'...Pn', míg a megfelel  enzimatikus köt helyek az 
S1...Sn, ill. az S1'...Sn' jelölést kapják, ahogy azt a következ  séma szemlélteti: 
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A klasszikus szerin-proteázok a peptidszubsztrátot annak nyújtott -szál formájában 
kötik, a peptidf lánc amid-NH- és karbonil-oxigénjével létesítve hidrogénkötéseket. A 
szubsztrátspecifitásért a szubsztrát oldalláncaival létesített kölcsönhatások a felel sek. A 
szubsztrát oldalláncai enzimatikus köt zsebekbe nyúlnak be, melyek mérete, alakja, töltése 
biztosíthatja a specifikus köt dést. A legtöbb esetben a P1-S1 kölcsönhatás a legmeghatározóbb, 
de sok enzim alakít ki számos egyéb szubsztrátoldallánccal is szoros kapcsolatot. 
 
1.3 A prolil-oligopeptidáz család 
 
A prolil-oligopeptidáz család (SC klán, S9 család) egy viszonylag új szerin-proteáz 
család, melyet a prolil-oligopeptidáz (POP), a dipeptidil-peptidáz IV (DIP IV) és az 
acilaminoacil-peptidáz (AAP) szekvencia-hasonlósága alapján írtak le (Rawlings, Polgar et al. 
1991). A három fehérje egyben az S9A, S9B és S9C alcsalád névadó alaptagja is. Kés bb a 
glutamil-endopeptidázzal alapították az S9D alcsaládot. Napjainkra a család (a MEROPS 
adatbázis alapján) már közel 8400 szekvenciát és 120 azonosított tagot számlál. Az 
aminosavszekvencia-hasonlóság a családon belül nem túl magas, de a C-terminális részen, a 
katalitikus triád környékén sokkal számottev bb. 
A családba különböz  specifitású és típusú enzimek tartoznak. A POP a citoszolban 
el forduló endopeptidáz, az AAP omega-peptidáz, azaz exopeptidáz szintén a citoszolban, míg a 
DIP IV membrán-kötött exopeptidáz. Az enzimek nem proenzimként, zimogén formában, hanem 
aktív enzimként szintetizálódnak. 
A megoldott szerkezetek alapján a családba tartozó enzimek két domént tartalmaznak: 
egy / -hidroláz feltekeredés  katalitikus peptidáz domént, mely inkább a lipázokkal mutat 
rokonságot, semmint a klasszikus proteázokkal (tripszinnel vagy szubtilizinnel) (Polgar 1992), 
emellett egy regulátor -propeller domént, mely az aktív hely eltakarásával felel s a családot 
jellemz  szubsztrátszelektivitásért. Ez a szubsztrátszelektivitás abban nyilvánul meg, hogy ezek 
az enzimek csak olyan oligopeptidek hasítására képesek, melyek maximálisan mintegy 30 
tagúak. 
A család tagjai fontos biokémiai folyamatokban való részvételük révén számottev  





1.4 A prolil-oligopeptidáz 
 
A prolil-oligopeptidázt emberi méhben, oxitocin-bontó enzimként fedezték fel (Walter, 
Shlank et al. 1971). Már a 70-es években megállapították, hogy fehérjéket nem, hanem csak 
oligopeptideket képes hasítani (Camargo, Caldo et al. 1979). 
 
1.4.1 Biológiai jelent ség 
Mivel a prolin inkább imino- mint aminosav, a legtöbb peptidáz prolin mellett nem képes 
hasítani a peptidkötést. Ennek következtében a prolin jelenléte megvédheti a peptidet a 
proteolízist l. A legtöbb peptidhormon és neuropeptid valóban tartalmaz egy vagy több prolint, 
így kialakulásuk és lebontásuk gyakran igényel prolin-specifikus enzimet (Wilk 1983; Mentlein 
1988; Cunningham and O'Connor 1997). Az egyik ilyen enzim lehet a POP, mely valóban képes 
számos biológiailag aktív peptid hasítására in vitro. 
A prolil-oligopeptidáz igen elterjedt: a legtöbb organizmusban és szövetben megtalálható. 
Sejten belül leginkább citoplazmatikus, perinukleáris lokalizációt mutat és er sen köt dik a 
citoszkeletonhoz (mikrotubulusokhoz), így szerepe lehet a sejten belüli transzportban és/vagy a 
fehérjeszekrécióban (Schulz, Zeitschel et al. 2005). 
Az agyban legnagyobb koncentrációban jelen lév  peptidázok közé tartozik, így nem 
meglep , hogy a központi idegrendszer zavaraival hozható kapcsolatba. Mániás és skizofrén 
betegek vérében emelkedett (Maes, Goossens et al. 1995), míg anorexiában, bulimiában és 
depresszióban szenved  betegek vérében csökkent (Maes, Goossens et al. 1994; Maes, 
Monteleone et al. 2001) POP aktivitást találtak. A mánia kezelésében használatos valproát és az 
antidepresszáns fluoxetin visszaállítják a PEP aktivitását a normális szintre (Maes, Goossens et 
al. 1995). A depresszió kezelésében legrégebben alkalmazott lítiumról megállapították, hogy az 
intracelluláris IP3-szint emelésén át az inozitol jelátviteli útra hat, az IP3 metabolizmusában pedig 
a POP tölt be szabályozó szerepet (Williams, Eames et al. 1999; Williams and Harwood 2000). 
A POP-nak nincs ismert természetes inhibitora, de szintetikus, specifikus inhibitoraival 
folytatott kutatások az enzim további fiziológiai szerepét mutatták meg. A Z-Pro-prolinalról, az 
els ként felfedezett hatásos inhibitorról (Wilk and Orlowski 1983) kimutatták, hogy patkányok-
ban visszafordítja a szkopolaminnal okozott amnéziát (Yoshimoto, Kado et al. 1987). Az 
általános kognitív (tanulással, megismeréssel kapcsolatos) képességeket javító hatást további 
kutatások is meger sítették, más POP-inhibitorok esetében is, melyek közül néhányat (pl. Ono-
1603, JPT-4819, S-17091-1) már klinika próbának is alávetettek (Cacabelos, Alvarez et al. 
2000). 
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Több kutatás is arra az eredményre vezetett, hogy a POP kapcsolatba hozható 
neurodegeneratív betegségek (Alzheimer-kór, Parkinson-kór) kialakulásával (Nitsch, Wurtman et 
al. 1996; Shinoda, Toide et al. 1997; Brandt, Gerard et al. 2008), és hogy az enzim inhibitorainak 
idegsejteket véd  szerepe van (Kato, Fukunari et al. 1997; Shishido, Furushiro et al. 1999; 
Odaka, Mizuochi et al. 2002; Puttonen, Lehtonen et al. 2006). 
Más kutatások szerint az enzim szájon keresztül adagolva alkalmas lehet a glutén-
intolerancia kezelésében, mivel a gluténb l származó prolinban gazdag peptidek lebontását nagy 
mértékben meggyorsíthatná a béltraktusban (Shan, Marti et al. 2004). 
A napjainkban is folyó intenzív kutatás ellenére a POP valódi biológiai szerepe nem 
tisztázott; a közölt eredmények számos esetben egymásnak ellentmondóak. 
 
1.4.2 Szerkezeti vonatkozások 
A sertés POP 710 aminosavat számláló, egy polipeptidláncból felépül  fehérje. Egy 
peptidáz és egy -propeller domént tartalmaz (1.1 ábra). Az 1-72 és 428-710 aminosavak 
alkotják a katalitikus, peptidáz domént, a közbens  szakasz a propeller domén. 
 
1.1 ábra A sertés POP szerkezete (Fulop, Bocskei et al. 1998). Az enzim (balra) színezése 
az N-terminálistól a C-terminálisig kékt l pirosig változik. Felül a peptidáz, alul a propeller.  
A katalitikus triád oldalláncai golyó és pálcika megjelenítésben láthatók a két domén határán.  
A propeller domén felülnézetében (jobbra) a színek megfelelnek az enzimnél használtaknak. 
Látható, hogy oldalláncok (golyó-pálcika megjelenítés középen) sz kítik a propeller csatornájának 
bejáratát. 
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Az / -hidroláz feltekeredés  peptidáz domén központi része egy er sen csavart, 8-szálas 
-lemez, melyben a -szálak a második kivételével antiparallel állásúak és amelyet egyik ill. 
másik oldalról két ill. hat -hélix határol. A POP esetén ehhez kapcsolódik még az N-terminális 
72 aminosava alkotta 2 rövid -szál és két hosszabb -hélix. A két domén két összeköt  láncon 
keresztül kapcsolódik; a domének közti felületen hidrogénkötések és ionpárok mellett f ként 
hidrofób kölcsönhatások biztosítják a kapcsolatot. A propeller domén hét, egyenként négy 
antiparallel -szálból álló, csavart lemezb l épül fel, amelyek egy központi csatorna körül 
helyezkednek el úgy, hogy minden lemez szemt l-szembe elrendez désben található. A szerkezet 
stabilitását f képp hidrofób kölcsönhatások adják. 
A POP propellere el tt ismert propellerszerkezetekben az els  és utolsó lemez között 
minden esetben megfigyelhet  volt a gy r  zárása, az ún. „velcro”, azaz „tép zár”. A 6, 7 és 8 
lemezes propellerek esetén (Baker, Saunders et al. 1997; Fulop and Jones 1999) a záró lemez 
négy szálából egyet az N-terminális, hármat a C-terminális rész ad, miközben köztük 
hidrogénkötések alakulnak ki, a 4 lemezes propellereknél (Faber, Groom et al. 1995; Li, Brick et 
al. 1995) a gy r  az els  és utolsó lemez között kialakuló diszulfidhidakkal stabilizálódik. A 
POP propellere azonban ún. nyitott velcro topológiát mutat, azaz sem hidrogénhidak, sem 
diszulfidhidak, hanem csak hidrofób kölcsönhatások vannak az 1. és a 7. lemez között. Azóta 
több ilyen propellert találtak: a DIP IV szerkezetében (Engel, Hoffmann et al. 2003; Hiramatsu, 
Kyono et al. 2003; Oefner, D'Arcy et al. 2003; Rasmussen, Branner et al. 2003; Thoma, Loffler 
et al. 2003) 8-lemezes, a Cellvibrio japonicus -L-arabinázéban (Nurizzo, Turkenburg et al. 
2002) 5-lemezes, míg a Thermoplasma acidophilum tricorn proteázéban (Brandstetter, Kim et al. 
2001) 6- és 7-lemezes nyitott velcro propeller fordul el . 
A katalitikus triád (Ser 554, Asp 641, His 680) a két domén határán elhelyezked  nagy 
üregben található. A Ser554 egy nagyon éles kanyar csúcsán helyezkedik el; ez a kanyar jellemz  
az /  hidroláz feltekeredés  enzimekre, és a nukleofil könyök (elbow) elnevezést kapta (Ollis, 
Cheah et al. 1992). Ennek az elrendez désnek köszönhet en a szerin OH-csoportja könnyen 
hozzáférhet  egyrészt a szubsztrát, másrészt a katalitikus hisztidin számára. A His680 egy kanyar 
közepén található. Az Asp641 karboxil-csoportjának egyik oxigénjét két f lánc-NH-csoport 
koordinálja (Arg643 és Val644), másik oxigénje pedig a His680 imidazolgy r jének a síkjában, 
annak nitrogénjével való hidrogénkötés kialakításához ideális helyzetben található, emellett egy 









1.2 ábra A POP aktív helye.  
Az enzim és a kovalensen kötött  
Z-Pro-prolinal inhibitor szürkével 
ill. zölddel jelölve. A vékony 
vonalak hidrogénkötéseket mutat-
nak (Fulop, Bocskei et al. 1998). 
 
 
A POP oxianion-köt helyén az egyik hidrogéndonor a katalitikus szerin melletti 
(Asn555) f lánc-NH-csoport, míg a másik protont a POP-ra jellemz  módon egy tirozin 
(Tyr473) oldallánc szolgáltatja (1.2 ábra). A Y473F mutánssal végzett kinetikai vizsgálatok azt 
mutatták, hogy a tirozin által nyújtott stabilizáció jelent s és mértéke er sen függ az alkalmazott 
szubsztrát min ségét l, valamint a pH-tól, a két enzimforma (lásd kés bb) különböz  
hozzájárulása következtében (Szeltner, Renner et al. 2000). Specifikus szubsztrátokkal nemcsak 
a kcat értékében következett be változás, mint a szubtilizin oxianion-helyet érint  mutációja 
esetén, hanem a kcat csökkenését a Km értékében bekövetkez  növekedés részben kompenzálta. 
Ez azt jelezte, hogy a POP esetén az oxianion-köt hely hozzájárulása többrét , a szubsztrát-
kötésre is kiterjed . 
A szubsztrátkötésr l az els  információt az enzim Z-Pro-prolinal inhibitorral alkotott 
komplexének kristályszerkezete szolgáltatta (1.2 ábra). Az S1 köt zseb a P1 helyzet  prolinnak 
megfelel en hidrofób, a specificitást növeli a Trp595 és a prolin gy r je között megvalósuló 
átlapolás. A tripszinre és szubtilizinre jellemz , a szubsztrát peptidf láncbeli NH-csoportjaival 
kialakított, antiparallel -elrendez dés a POP esetén nem valósulhat meg, legalábbis az S1-P1 
helyen, hiszen a P1 pozícióbeli prolin nem rendelkezik NH-csoporttal. Így fontos az S2-P2 
hidrogénkötés, amely a szubsztrát P2 helyen lev  aminosavához tartozó karbonil-oxigén és az 
Arg643 guanidin-NH-csoportja között alakul ki. Megfigyelhet  hidrogénkötés a P3 karbonil-
oxigén és a prolingy r t is koordináló Trp595 indolgy r jének nitrogénje között is. A katalitikus 
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szerin helyén alanint tartalmazó, inaktív enzimhez kötött oktapeptid szerkezete (Fulop, Szeltner 
et al. 2001) mutatott rá a szubsztrátkötés további részleteire. A szubsztrát P4 helyzet  tagjához 
tartozó karbonil-oxigénnel áll kölcsönhatásban a P2 aminosavval is hidrogénkötésben álló 
Arg643. A P1’ Phe aromás gy r je úgy fordul, hogy átfedésbe kerül a P1-P2 peptidkötéssel. A 
P5, P3’ és P4’ pozíciók az elektrons r ség-térképen nem látszanak élesen, ami arra utal, hogy 
nem köt dnek az enzimhez. Úgy látszik tehát, hogy az enzim a szubsztrát maximálisan hat, P4-
P2’ helyzet  aminosavával létesít kapcsolatot. 
 
1.4.3 Szubsztrátválogatás és szubsztrátbejárat 
A proteázok számos stratégiát alkalmaznak saját szubsztrátjaik kiválogatására a jelen lev  
nagyszámú peptid közül annak érdekében, hogy nemkívánatos hidrolízisre ne kerülhessen sor. A 
POP esetén a szubsztrátbejárat feltételezett helyének, a propeller központi csatornájának a 
nyílása csak 4 Å széles, ami nem elegend  egy 6-12 Å nagyságú átlagos peptid számára. 
Mindazonáltal ez a nyílás megnagyobbodhat úgy, hogy az 1. és a 7. propellerlapát részlegesen 
eltávolodik egymástól, azaz a propeller kinyílik. Így kisebb oligopeptidek bejuthatnának az aktív 
helyre, míg nagyobb, struktúrált peptidek, fehérjék, mivel semmiképpen nem férnek be az aktív 
helyre, elkerülik a hidrolízist (Fulop, Bocskei et al. 1998). Ezt a mechanizmust alátámasztotta az, 
hogy az 1. és 7. lemezt középen egy diszulfidhíddal összekötve, ezzel a kinyílást meg-
akadályozva, az enzim elvesztette aktivitását (Fulop, Szeltner et al. 2000). Ennek megfelel en a 
POP szabályozó mechanizmusában oszcilláló propellerlemezek játszhatnak szerepet. 
Ugyanakkor a termofil Pyrococcus furiosus POP-ról leírták, hogy képes fehérjét is hidrolizálni 
(Harris, Madura et al. 2001; Harwood and Schreier 2001). A sokkal kompaktabb enzimnek a 
sertés POP szerkezete alapján épített modelljéb l, a tapasztalt proteolitikus aktivitást is 
figyelembe véve, a szerz k úgy gondolják, hogy a szubsztrát nem a propelleren keresztül, sokkal 
inkább a két domén között közelítheti meg az aktív helyet. 
A Pfu POP-hoz hasonló fehérjebontó aktivitásról a család további néhány enzime 
kapcsán is beszámoltak: a fibroblaszt-aktiváló fehérje zselatináz és kollagenáz aktivitást mutatott 
(Park, Lenter et al. 1999), az OPB képes volt hisztonfehérjéket hasítani (Morty, Fulop et al. 
2002). Ezek alapján úgy t nik, hogy a szigorú értelemben vett oligopeptidáz jelleg nem igaz a 
család minden egyes tagjára, akadnak fehérjehasító képességgel rendelkez  kivételek is. 
 
1.4.4 Kinetikai tulajdonságok 
A katalízisben szerepet játszó csoportokról a legkönnyebben úgy szerezhetünk 
információt, ha megmérjük a specifitási állandó pH-függését. Így határozták meg pl. a kimo-
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tripszin ill. szubtilizin katalitikus hisztidinjének ~7 pK-ját. A kisebb méret  szerin-peptidázoknál 
tapasztalt egyszer  szigmoid, vagy harang alakú pH-függésekt l eltér en a POP esetén 
bonyolultabb görbék figyelhet k meg több szubsztráttal is (Polgar 1991; Szeltner, Renner et al. 
2000; Fulop, Szeltner et al. 2001). Az egyszer  haranggörbéhez képest egy további ionos csoport 
közrem ködését mutató, olyan kett s haranggörbe mérhet , amely két különböz  aktivitással 
rendelkez  aktív enzimforma jelenlétét feltételezi (1.3 ábra). A fehérje saját fluoreszcenciájának 
vizsgálata megmutatta a két enzimforma létét (Polgar 1995). Az enzim érzékeny az ioner sségre, 
magasabb sókoncentráció labilizálja szerkezetét, miközben aktiválja; a két enzimforma 
mindazonáltal kis és nagy ioner sségnél egyaránt létezik (Polgar 1995). 
pH
















1.3 ábra A sertés POP és egy oktapeptid szubsztrát reakciójának pH-függése (vastag 
görbe). A vékony görbék a két aktív enzimformától ered  aktivitásnak felelnek meg. (Szeltner, 
Renner et al. 2000) 
 
A kcat/Km pH-függéséb l nyerhet  pK-értékek látszólagos disszociációs állandók, nem 
rendelhet k hozzá a katalitikus hisztidinhez. Ezt alátámasztja az, hogy különböz  
szubsztrátokkal a két forma egymáshoz viszonyított aktivitása, ezzel együtt a kapott pK-értékek 
is változnak (Fulop, Szeltner et al. 2001). Mindazonáltal a hisztidin valódi pK-ja 
meghatározható. A POP Z-Gly-Pro-OH inhibitorral alkotott komplexének szerkezetében látszik, 
hogy a katalitikus hisztidin N 2 nitrogénje és az inhibitor karboxil-csoportja között 
hidrogénkötés alakul ki (Fulop, Szeltner et al. 2001). Mivel a protonált hisztidin az inhibitorral 
er sebb kölcsönhatást létesít, pK-ja az inhibitorral való titrálással meghatározható. A titrálás 
valóban egy egyszer  szigmoid görbét eredményezett, a bel le nyert pK 6,25-nek adódott. 
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A POP és a klasszikus szerin-proteázok között különbséget találtak a sebességmeg-
határozó lépésben is. Mivel jelent s kinetikai deutériumhatást és távozó csoportjukban 
különböz  szubsztrátokkal mért eltér  aktivitást nem tapasztaltak, a POP esetén nem kémiai 
lépés lehet a sebességmeghatározó, mint pl. a kimotripszinnél, hanem egy azt megel z  fizikai 
lépés, szubsztrát-kiváltotta konformációváltozás (Polgar 1991; Polgar 1992; Polgar, Kollt et al. 
1993). 
A prolin a peptidláncban kétféle konformációban fordulhat el , melyek közül a transz-
forma általában gyakoribb, mint a cisz-forma. A POP csak a transz konformációjú prolin után 
képes hasítani (Polgar 1994). 
A nem-katalitikus propeller domén is szolgáltat olyan oldalláncot, mely hozzájárul a 
katalízis jellegének kialakításához. Az S1 és S3 szubsztrátköt helyek közelében elhelyezked  
Cys255 (1.2 ábra) elmutálásával alapvet en megváltozik a pH-profil, emellett ez a Cys felel s az 
enzim tiol-reagensekkel szemben mutatott érzékenységéért is (Szeltner, Renner et al. 2000). 
 
1.5 Az oligopeptidáz B 
 
Az oligopeptidáz B-t (OPB-t) (EC 3.4.21.83) el ször E. coli-ból izolálták, tripszinszer  
aktivitása alapján (Pacaud and Richaud 1975). A fehérje a proteáz II nevet kapta, amelyet kés bb 
változtattak oligopeptidáz B-re. Az enzim lizin és arginin után hasít; azokat a peptideket, 
amelyben két bázikus aminosav található egymás után, sokkal gyorsabban hidrolizálja, mint 
azokat, amelyekben csak egy lizin vagy arginin után történik a hasítás (Ashall, Harris et al. 1990; 
Kornblatt, Mpimbaza et al. 1992; Polgar 1997). Ez a fajta szubsztrátspecifitás a processzáló 
enzimekre jellemz , az OPB tehát egy új processzáló enzim lehet. 
 
1.5.1 Biológiai jelent ség 
Az enzim Gram-negatív baktériumokban és si egysejt ekben, különféle tripano-
szómákban fordul el . Az E. coli enzimének szerepe még nem tisztázott, egyre többet tudunk 
azonban a tripanoszómák enzimeir l. A tripanoszómák ellen általánosan használt gyógyszerek 
gátolják a nagaya-betegséget és az álomkórt okozó T. brucei enzimet (Morty, Troeberg et al. 
2000). A T. brucei-vel fert zött egerekben azt találták, hogy az OPB mennyisége és a 
gazdaszervezet vérében jelenlev  paraziták szintje között arányosság tapasztalható, ami azért 
érdekes, mert in vitro él  tripanoszómák nem bocsátanak ki OPB-t. Azt gondolják, hogy a 
tönkrement sejtekb l jut ki a stabilitását és aktivitását meg rz  enzim és a gazdaszervezet 
vérében a biológiailag aktív peptidek abnormális degradációja révén játszhat szerepet a betegség 
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kifejl désében (Morty, Lonsdale-Eccles et al. 2001). A Chagas-kórt okozó T. cruzi gazdasejtbe 
jutásának mechanizmusát vizsgálva az derült ki, hogy az OPB hatására egy jelenlév  
prekurzorból aktív Ca2+-agonista képz dik, amely a gazdasejt felszínén elhelyezked  receptorral 
való kapcsolat révén felel s a sejtben raktározott Ca2+ felszabadulásáért (Burleigh and Andrews 
1995; Burleigh, Caler et al. 1997; Caler, Vaena de Avalos et al. 1998; Caler, Morty et al. 2000). 
Ez a Ca2+-jelátvitel a tripanoszómák inváziójának el feltétele. Mivel rekombináns enzimhez 
készített antitestek mind az enzim aktivitását, mind a jelátvitelt gátolták, úgy t nik, hogy az 
enzim gátlásával a tripanoszómák invázióját gátolni lehet. 
 
1.5.2 Szerkezeti vonatkozások 
Az OPB-t számos forrásból izolálták és klónozták, pl. E. coli-ból (Pacaud 1976; Pacaud, 
Sibilli et al. 1976) és különböz  tripanoszómákból (Kornblatt, Mpimbaza et al. 1992; Santana, 
Grellier et al. 1992; Troeberg, Pike et al. 1996). Bár az E. coli (Kanatani, Masuda et al. 1991; 
Polgar 1997), T. brucei (Morty, Lonsdale-Eccles et al. 1999), T. cruzi (Burleigh, Caler et al. 
1997), Moraxella lacunata OPB rekombináns változatai is rendelkezésre állnak, és az utóbbi 
enzimet kristályosították is (Yoshimoto, Tabira et al. 1995), eddig még egyetlen OPB szerkezetét 
sem sikerült megoldani. Az E. Coli enzimre a Ser532, Asp617, His652 katalitikus triádot 
határozták meg (Kanatani, Yoshimoto et al. 1993). A sertés POP szerkezete alapján homológia-
modellezéssel épített E. coli OPB szerkezetben a szubsztrátköt helyeket is meghatározták  
Z-Arg-Arg-OH dokkolásával (Gerczei, Keseru et al. 2000). Eszerint az S2 helyen egy negatív 
töltés  karboxil-diád (Asp430 és Asp432) felel s a szubsztrát pozitív töltés  P2 arginin-
oldalláncának kötéséért. Ugyanakkor a P1 arginint látszólag egy nemionos jelleg  S1 köt hely 
várja, amelynél egy, a P2 helyhez hasonlóan negatív töltést visel  köt hely sokkal kedvez bb 
lenne. 
 
1.5.3 Kinetikai sajátságok 
Az OPB enzim aktivitása nagymértékben függ az ioner sségt l, különösen a P1 és P2 
helyen egyaránt bázikus aminosavat tartalmazó szubsztrátokkal mért aktivitás érzékeny a kis 
sókoncentrációk tartományában az ioner sség változására. A Z-Arg-Arg-Amc szubsztráttal 
mérhet  kcat/Km-érték különösen magas (63 M
-1s-1), már nem esik messze a diffúziós határtól. 
Az arginin helyett hasonló helyigény , de semleges citrullint tartalmazó szubsztráttal mért pH- 
kcat/Km görbe és rendkívül alacsony aktivitás arra utalt, hogy a reakció specifitását az arginin 
pozitív töltése határozza meg (Polgar 1997). 
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Az OPB a POP-hoz nem csak az ioner sségre való érzékenységében hasonlít, hanem 
abban is, hogy a kcat/Km pH-profilját a katalízisben közvetlenül részt vev  csoportokon kívül 
további ionos csoport vagy csoportok is befolyásolják. A befolyásoló hatás különösen alacsony 
ioner sség mellett jelent s, míg 1M NaCl jelenlétében gyakorlatilag nem észlelhet . Szintén 
jellemz nek bizonyult az OPB-ra is a sebességmeghatározó lépés nem kémiai lépés volta, amit 
az észter- és amidszubsztrátokkal kapott specificitási állandó értékek hasonlósága, valamint a 
kinetikai deutériumhatás (hiánya) is igazolt (Polgar 1999). 
 
1.6 Célkit zések 
 
Els dleges célunk az oligopeptidázok szerkezete és m ködése közötti összefüggések 
feltárása. Vizsgáljuk, hogy a m ködéshez nélkülözhetetlen enzimcsoportok milyen mértékben 
járulnak hozzá a katalízishez. Kiemelt figyelmet szentelünk annak kiderítésére, hogy mi a titka 
az oligopeptidáz aktivitásnak, hogyan válogatnak az enzimek a szubsztrát mérete szerint. 
Vizsgálatainkat az S9A alcsalád tagjaira, a prolil-oligopeptidázra és az oligopeptidáz B-re 
terjesztjük ki. 
A katalitikus triád a szerin-proteázok körében alapvet  fontosságú a katalízis 
szempontjából. A klasszikus szerin-proteázoknál a Ser-His-Asp triád aszparaginsav tagjának a 
katalízishez való hozzájárulását, így a triád m ködését illet en több nézet is létezik. A sertés 
POP katalitikus triádjának aszpartát tagja az Asp641; a D641A és D641N variánsokon keresztül 
tanulmányozzuk az Asp641 katalízisben betöltött szerepét, egyúttal a katalitikus triád m ködését. 
A szerin-proteázok általi katalízisben az oxianion-köt hely is fontos szerepet játszik. Az 
OPB és a POP közötti szekvenciahasonlóság alapján az E. Coli OPB oxianion-köt helyén is egy 
tirozin (Tyr452) található; a Tyr452Phe mutáns vizsgálatával jellemezzük az oxianion-köt hely 
katalitikus hozzájárulását. 
A szubsztrátspecifitást az enzim szubsztrátköt helyei határozzák meg. Valódi peptid-
szubsztrátokkal végzett kinetikai mérésekkel tanulmányozzuk az E. Coli OPB enzim 
szubsztrátspecifitását, a S1, S2 szubsztrátköt helyek min ségét. 
Az oligopeptidázok m ködésének jellegzetessége, hogy az enzimek a propeller 
segítségével sz rik ki oligopeptid szubsztrátjaikat, de a kiválogatás mikéntje és az útvonal, 
melyen át a szubsztrát eléri az aktív helyet, nem egyértelm . A kérdéses útvonal és mechanizmus 
feltárásához vizsgáljuk a POP esetében a két domén közötti, ill. a propelleren keresztüli 
hozzáférés lehet ségét. 
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A családba tartozó proteázok között számon tartanak néhány olyan kivételes enzimet, 
melyek szigorú értelemben nem oligopeptidázok, hiszen nagyobb peptideket, fehérjéket is 
hidrolizálnak. A Pyrococcus furiosus POP enzimmel kapcsolatban is arról számoltak be, hogy 
képes fehérjék hasítására. A termofil enzim kinetikai viselkedésének tervezett vizsgálata választ 





A dolgozatban el forduló fehérjékkel kapcsolatos irányított mutageneziseket egy 
kétlépéses PCR eljárás segítségével, míg a rekombináns fehérjéket termel  klónok el állítását 
standard génsebészeti módszerek alkalmazásával végeztük (részletesen lásd a csatolt cikkekben). 
 
2.2 A fehérjék kifejezése és tisztítása 
A POP és mutánsainak kifejezése E. Coli JM 105 törzsben történt. A megfelel  
plazmiddal transzformált sejteket 100 g/ml ampicillint tartalmazó tápoldatban 37 °C-on, 250 
rpm-mel rázattuk, amíg az OD600 el nem érte a 0,6-t. Ekkor 0,5 mM IPTG hozzáadását követ en 
32 °C-on rázattuk tovább egy éjszakán át. A sejteket centrifugálással (5000 rpm, 20 perc, 4 °C) 
gy jtöttük össze, majd 10 mM foszfát, 10 mM EDTA, 5 mM DTE, pH=6,5 pufferben (15ml/5 g 
sejt), jégen, ultrahang segítségével feltártuk, és a sejttörmelékt l centrifugálással (18000 g, 30 
perc) megszabadultunk. A felülúszót 20mM foszfát, 1mM EDTA, 1 mM MET, pH=6,5 pufferral 
egyensúlyba hozott Whatman 32 DEAE-oszlopra vittük, miután a felköt  puffernak 
megfelel nél kisebb vezet képességre hígítottuk. A felkötött fehérjék elúciója 0-0,5M NaCl-
gradienssel történt. Az aktív frakciókat ~15-20 ml-re való betöményítés után 20 mM foszfát, 1-1 
mM EDTA és MET, pH=7,2 pufferrel egyensúlyba hozott Blue-Sepharose oszlopra vittük 
tovább, ahol a POP az átmen  frakcióban jelentkezett. Végs  tisztítási lépésként FPLC-
rendszerben MonoQ-oszlopon való kromatográfiát alkalmaztunk (A puffer: 20 mM foszfát, 1-1 
mM EDTA és DTE, pH=6,5; B puffer: A puffer + 0,5 M NaCl; gradiens: 15-30% B, lineáris 
gradiens 60 perc alatt). A tisztulást a specifikus aktivitás mérésével és SDS PAGE segítségével, 
az inaktív mutáns esetén csak SDS PAGE segítségével követtük. A tiszta fehérjét végtérfogatra 
számítva 40% etilén-glikol hozzáadása után -18 °C-on tároltuk. 
A Pfu POP kifejezése E. Coli Rosetta(DE3) törzsben történt. A megfelel  plazmiddal 
transzformált sejteket 100 g/ml ampicillint és 10 μg/ml klóramfenikolt tartalmazó tápoldatban 
(200 ml LB 2000 ml-es lombikban) 37 °C-on, 250 rpm-mel rázattuk, amíg az OD600 el nem érte 
a 0,6-t. Ekkor 1 mM IPTG hozzáadását követ en 37 °C-on rázattuk tovább egy éjszakán át. A 
sejteket centrifugálással gy jtöttük össze, majd 30 mM TrisHCl, 10 mM EDTA, 1 mM DTE, 
pH=8,0 pufferben (15ml/5 g sejt), jégen, ultrahang segítségével feltártuk, és a sejttörmelékt l 
centrifugálással megszabadultunk. A felülúszót 90 °C-on 15 percig h kezeltük, majd 20mM 
foszfát, 1mM EDTA, 1 mM MET, pH=6,5 pufferral egyensúlyba hozott Whatman 32 DEAE-
oszlopra vittük, miután a felköt  puffernak megfelel nél kisebb vezet képességre hígítottuk. A 
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felkötött fehérjék elúciója 0-0,5M NaCl-gradienssel történt. Az aktív frakciókat betöményítés 
után FPLC-rendszerben MonoQ-oszlopon kromatografáltuk (A puffer: 20 mM foszfát, 1 mM 
EDTA, pH=6,5; B puffer: A puffer + 0,5 M NaCl; gradiens: 10-30% B, lineáris gradiens 60 perc 
alatt). A tisztulást a specifikus aktivitás mérésével és SDS PAGE segítségével követtük. A tiszta 
fehérjét végtérfogatra számítva 40% etilén-glikol hozzáadása után -18 °C-on tároltuk. 
Az N-terminálisán csonkított ( 32) Pfu POP tisztítása a vad típusú Pfu POP-nál leírtak 
szerint történt, a következ  különbségekkel: h kezelés nem történt; a tisztítás során 20 mM Tris, 
pH 8,0 puffert használtunk; a DEAE-kromatográfia során alkalmazott gradiens 0-0,3 M NaCl, 
míg az FPLC-rendszerben végrahajtott Q-Sepharose oszlopon való kromatográfia során 0,1-
0,5M NaCl volt. 
A propellerek tisztítása a POP tisztításánál leírtak szerint történt. 
A polihisztidin-toldalékot tartalmazó propellerek tisztításánál a sejteket centrifugálással 
összegy jtöttük, majd felköt  pufferben (5 mM imidazol, 0,2 M NaCl, 20 mM Tris, pH 8,0, 5 g 
sejtre 15 ml puffer), jégen, ultrahanggal feltártuk, és a sejttörmelékt l centrifugálással 
megszabadultunk. A felülúszót felköt  pufferral egyensúlyba hozott Ni-NTA Superflow oszlopra 
vittük. A minta felvitele után az oszlopot 10 mM imidazolos pufferral mostuk, majd 25, 50, 75, 
100 és 150 mM imidazolt tartalmazó pufferekkel a felköt dött fehérjéket eluáltuk. A frakciók 
tisztaságát SDS PAGE segítségével ellen riztük, majd ha szükséges volt, FPLC-rendszerben 
MonoQ-oszlopon tovább tisztítottuk. 
Az OPB-t és mutánsát E. Coli JM 83 törzsben fejeztük ki. A megfelel  plazmiddal 
transzformált sejteket 100 g/ml ampicillint tartalmazó tápoldatban 37 °C-on, 250 rpm-mel 
rázattuk 24 órán át. A sejteket centrifugálással gy jtöttük, 10 mM foszfát, 10 mM EDTA, 5 mM 
DTE, pH=6,5 pufferben jégen, szonikálással feltártuk, majd a sejttörmelékt l centrifugálással 
megszabadultunk. A felülúszót 40mM foszfát, 1mM EDTA, 1 mM MET, pH=6,5 pufferral 
egyensúlyba hozott Whatman 32 DEAE-oszlopra vittük, miután a felköt  puffernak 
megfelel nél kisebb vezet képességre hígítottuk. A felkötött fehérjék elúciója 0-0,5M NaCl-
gradienssel történt. Az aktív frakciókat 50%-ban telített ammónium-szulfáttal jégen kicsaptuk, 
majd néhány órán vagy egy éjszakán át jégen tartottuk. A csapadékot centrifugálás (18000 g, 30 
perc) után néhányszor 10 ml 10 mM foszfát, 1 mM EDTA, pH=7,2 pufferbe felvettük, majd újra 
centrifugáltuk. A felülúszót 200 mM foszfát puffernak megfelel  vezet képességre hígítva, 200 
mM foszfát, 1-1 mM EDTA és MET, pH=7,2 pufferrel egyensúlyba hozott Blue-Sepharose 
oszlopra vittük tovább, ahonnan az OPB a 10 mM foszfát, pH=7,2 pufferral való mosás során 
eluálódott. Végs  tisztítási lépésként FPLC-rendszerben MonoQ-oszlopon való kromatográfiát 
alkalmaztunk (A puffer: 30 mM TrisHCl, 1-1 mM EDTA és DTE, pH=8,0; B puffer: A puffer + 
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0,5 M NaCl; gradiens: 55-90% B, lineáris gradiens 60 perc alatt). A tisztulást a specifikus 
aktivitás mérésével és SDS PAGE segítségével követtük. A tiszta fehérjét végtérfogatra 40% 
etilén-glikol hozzáadása után -18 °C-on tároltuk. 
 
2.3 Aktivitásmérés 
Az X-Nan, X-ONp, X-OEt, X-NH2 szubsztrátok hidrolízisét termosztálható 
küvettatartóval felszerelt Cary 100 típusú spektrofotométerrel detektáltuk, a reakció során 
bekövetkez  abszorbancia-változást regisztrálva, rendre 410, 400, 253 ill. 253 nm-en. X-ONp 
mérésénél a szubsztrát spontán hidrolízisét korrekcióba vettük. Magas h mérsékleten való mérés 
esetén a küvettát dugóval lezártuk. X-SBzl szubsztrát bontását a ciszteint nem tartalmazó Pfu 
POP esetén indirekt módon, a hidrolízistermék feleslegben hozzáadott DTNB-vel való 
reakcióján keresztül, 412 nm-en mértük (Ellman and Sullivan 1965). A sertés POP esetén az 
el bbi módszer nem alkalmazható, mert az enzim számos SH-csoportja közül a reaktívabbak 
reagálnak a DTNB-vel, és az ezekt l származó jeleket nem lehet elkülöníteni az enzimatikus 
reakciótól. Ezért az X-SBzl szubsztrát hasítását (általunk kidolgozott módszerként) a tioészter 
hidrolízisekor bekövetkez  abszorbancia-változást kihasználva, 240 nm-en követtük. Az X-Nap 
és X-Amc szubsztrátok bontását Cary Eclipse spektrofluoriméterrel követtük, 340/410 nm ill. 
370/440 nm gerjesztési/emissziós hullámhosszon. Az Abz-X-Phe(NO2)-Y típusú, bels  kioltású 
szubsztrátokat, melyeknél az Abz-csoport fluoreszcenciáját a Phe(NO2)-rész oltja ki addíg, míg a 
hasítás meg nem történik, az Abz-csoportnak megfelel en 337/420 nm-en mértük. 
A Pfu POP és a tripszin azokazeinnel szembeni aktivitását 100 mM HEPES pH=8 
pufferben, 85 ill. 40 °C-on mértük. A tripszin esetén a puffer 1 mM CaCl2-t is tartalmazott. A 
reakcióelegy 0,10 % azokazeint és 2 ill. 11 g/ml tripszint ill. Pfu POP-t tartalmazott. 6-8, 
egyenként 1 ml elegyet tartalmazó Eppendorf-csövet inkubáltunk, majd adott id  után (tripszin 
esetén 2-3 percenként, a Pfu POP esetén 15-20 percenként) 500 l 15%-os triklórecetsavval 
hígítottunk, és szobah mérsékleten 20 percig inkubáltuk, hogy a fehérjék teljesen kicsapódjanak. 
Ezután a csapadékot centrifugálással (18000 g, 10 perc) eltávolítva a felülúszó abszorbanciáját 
410 nm-en mértük. Az ismertetett módszer felelt meg a (Harris et al. 2001) cikkben közöltnek. A 
mérést megismételtük kicsit másképpen végrehajtva is: ugyanis ha a savanyú felülúszót vissza-
lúgosítjuk, akkor az elegy abszorbanciája a keletkez  narancs színnek megfelel  maximumon, 
435 nm-en jobban mérhet . A mért aktivitást U/mg egységben adtuk meg; 1 U=unit az aktivitása 





A Michaelis-Menten paramétereket 0,2-5 Km szubsztrátkoncentrációnál mért kezdeti 
sebességek alapján, nem-lineáris regresszióval (Grafit szoftver, (Leatherbarrow 1990)) 
határoztuk meg. A Z-Gly-Pro-Nap rossz oldhatósága következtében a reakcióelegyek kevés (0,1-
0,3 %) acetonitrilt tartalmaztak, amely a sertés POP-nál ~20% gátlást okozott. Nagyon alacsony 
Km esetén a paramétereket az integrált Michaelis-Menten-egyenletet használva számítottuk 
(Cornish-Bowden, 1995, Polgar, 1999). 
A kcat/Km specifitási állandó értékének számítása a szubsztrátra nézve pszeudo-els rend  
körülmények között, azaz <0,1 Km szubsztrátkoncentráció (S0) mellett történt: az így 
meghatározott els rend  sebességi állandó a reakcióelegyben lév  enzim koncentrációjával 
elosztva szolgáltatta kcat/Km értékét. 
A kcat/Km pH-függését a mezofil enzimek esetén széles pH-tartományban közel konstans 
ioner sséget biztosító pufferkeverékben (25 mM glicin, 25 mM ecetsav, 25 mM MES, 75 mM 
TrisHCl, 1 mM EDTA) (Ellis and Morrison 1982) mértük. A pH-t 1M HCl vagy NaOH oldattal 
állítottuk, és a kis ioner sségbeli különbségeket NaCl hozzáadásával korrigáltuk. Alacsony (<10 
nM) enzimkoncentráció esetén a reakcióelegyhez 1 μM BSA-t adtunk, hogy az enzim 
koncentrációját ne csökkentse felületi adszorpció. A termofil enzim aktivitásának pH-függése 
során alkalmazott puffer 30-30 mM ecetsavat, MES-t, HEPES-t, TAPS-t és 0,1 vagy 0,8 M 
NaCl-t tartalmazott. A pH-t a mérés h mérsékletén állítottuk be és mértük. 
A pH-függések kiértékelésénél a mérési pontokat a következ  egyenletekhez illesztettük: 
• haranggörbe, ahol K1 és K2 a katalízisben érdekelt bázis és sav disszociációs állandója, 
míg kcat/Km(limit) a pH-tól független sebességi állandó (a Pfu POP-ra jó közelítéssel és az 
E. coli OPB-re nagy iomer sségnél jellemz ): 
kcat/Km = kcat/Km(limit)[1/(1 + 10
pK1 - pH + 10pH - pK2)]     (2.1) 
• kett s haranggörbe: a haranggörbéhez (pK1 és pK3) képest egy további csoport (pK2) 
jelenléte befolyásolja a katalízist. A két aktív enzimformával rendelkez  enzimet írja le, 
és a két enzim-formára jellemz  sebességi állandót, valamint három, a sebességi állandót 
befolyásoló csoportoktól ered  pK-értéket ad meg (a sertés POP-ra jellemz ): 
kcat/Km = kcat/Km(limit)1[1/(1 + 10
pK1 - pH + 10pH - pK2)] + 
kcat/Km(limit)2[1/(1 + 10
pK2 - pH + 10
pH - pK3)]      (2.2) 
• kett s haranggörbe (haranggörbe: pK1, pK3 + befolyásoló csoport: pK2) a bázisnak 
megfelel  oldalon egy további befolyásoló csoporttal (pKx) (az E. coli OPB-re alacsony 
iomer sségnél jellemz ):  
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kcat/Km = kcat/Km (limit)1[1/(1 + 10
pK1 - pH + 10pH - pK2)] + 
kcat/Km (limit)2[1/(1 + 10
pK2 - pH + 10
pH - pK3 + 102pH-pK3-pKx)]    (2.3) 
 
2.5 Disszociációs állandók meghatározása 
Egy bels  kioltású fluoreszcens szubsztrátnak a sertés POP inaktív S554A variánsához 
való köt désének disszociációs állandóját határoztuk meg úgy, hogy a szubsztrátot (S0) telítettük 
a növekv  koncentrációban hozzáadott enzimmel (E), miközben a szubsztrátnak az enzimhez 
való köt désével járó fluoreszcens jelváltozást (ΔF) detektáltuk (338/420 nm-en). Az enzim-
szubsztrát komplex koncentrációja (ES) összemérhet  E és S0 mellett (Segel, 1975): 
ES = ((S0 + E + Ks) – sqrt(sqr(S0 + E + Ks) – 4E S0))/2    (2.4) 
Ks az enzim-szubsztrát komplex disszociációs állandója. Bár ES nem ismert, arányos a fluo-
reszcens jelváltozással, így az el z  egyenlet átalakítható a következ vé: 
ΔF = ΔFmax ((S0 + E + Ks) – sqrt(sqr(S0 + E + Ks) – 4E S0))/ 2 S0   (2.5) 
ΔFmax az a fluoreszcens jelváltozás, mely akkor mérhet , ha az összes szubsztrát komplexben 
van jelen. ΔF-t E függvényében ábrázolva Ks és ΔFmax nemlineáris regresszióval számítható. 
 
2.6 Egyedi sebességi állandók meghatározása 
A legtöbb enzimreakció esetén az Arrhenius-ábrázolás (lnk vs. 1/T) egyenest ad. Vannak 
azonban olyan enzimek, amelyeknél az aktivitás a h mérséklet emelésével már jóval az olvadási 
h mérsékletük alatt csökkeni kezd; az Arrhenius-ábrázolásban ez úgy jelenik meg, hogy a mérési 
pontok elhajlanak az egyenest l. A trombin esetében ezt a viselkedést azzal magyarázták, hogy 
a: a kcat/Km-et alkotó egyedi sebességi állandók (k1, k-1, k2) a h mérséklet változásával különböz  
mértékben változnak, így a kcat/Km értékéhez való hozzájárulásuk is változik(Vindigni and Di 
Cera 1996; Ayala and Di Cera 2000). Alacsony h mérsékleten, ahol a kis aktiválási energiájú 
folyamatok dominálnak, k2>>k-1, kcat/Km~k1 a görbeszakaszból nyerhet  információ E1 és k1. A 
h mérséklet növelésével a k-1/k2 arány n . Magas h mérsékleteken k-1>>k2, kcat/Km-=k1 k2/k-1; a 
görbeszakaszból nyerhet  információ: E-1-E1-E2 és k1 k2/k-1. E-1-E1-E2 várhatóan pozitív, az 
ábrázolás ezen szakaszán a meredekség ((E-1-E1-E2)/R) pozitívra vált az alacsony h mérsékletek 
negatív meredekségéb l (-E1/R), így alakul ki a tapasztalt maximumgörbe. 
kcat/Km a szubsztrát ragadósságával ( ) kifejezve: 
kcat/Km = k1k2/(k-1+k2)=k1  (1+ )       (2.6) 
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 megadja, hogy a kötött szubsztrát milyen arányban alakul át termékké ill. disszociál le:  = 
k2/k–1. A kcat/Km h mérsékletfüggéséb l a következ  egyenlet alapján számíthatók az egyes 
kinetikai és aktiválási paraméterek: 
kcat/Km = k1,0exp((E1/R)(1/T – 1/T0))q/(1+q)      (2.7) 
ahol q =  0exp((E  /R(1/T – 1/T0)), E  = E-1-E2, k1,0 és 0 pedig a T0 h mérsékleten mérhet  k1 és 
, valamint E1, E-1, E2 az egyedi lépésekhez tartozó aktiválási energiák. Mivel T0 tetsz legesen 
választható, k1 és  értéke bármely h mérsékletre kiszámítható. 
 
2.7 Termodinamikai paraméterek számítása 
A kcat/Km h mérsékletfüggét a mezofil enzimek esetén az 5-39, a Pfu POP esetén a 25-95 
°C-os tartományban határoztuk meg. A termodinamikai paramétereket az Eyring-ábrázolás 
alapján számítottuk: 
ln(k/T)= ln(R/NAh) + ΔS*/R - ΔH*/RT      (2.8) 
ahol k a mért sebességi állandó, R a gázállandó (8,314 J/molK), T az abszolút h -mérséklet, NA 
az Avogadro-szám (6,022×1023/mol), h a Planck-állandó (6,626×10-34 Js). Az aktivációs entrópia 
ΔS*=(tengelymetszet-23.76)×8,314 J/molK, az aktivációs entalpia ΔH*= -(meredekség)×8,314 
J/mol, az aktivációs szabadentalpia ΔG* = ΔH*-TΔS*.     (2.9) 
 
2.8 Diszulfidhidak kialakítása 
A POP aktív diszulfidképz  mutánsainál a tiol-csoportok oxidálása a leveg  oxigénjét 
használva úgy történt, hogy steril, 500 ml-es centrifugacsövekben 8 ml reakcióelegyet (50 mM 
TrisHCl, 1 mM EDTA, 0,2% NaN3, pH 8,5 pufferben 0,5-5,0 μM enzim) 28 °C-on inkubáltunk. 
Az elegyb l megfelel  id közönként mintát vettünk és az aktivitás változását Z-Gly-Pro-Nap 
szubsztráttal mértük. Az inaktív S554A/T597C variáns oxidációját a párhuzamosan inkubált 
T597C aktivitásának változásán keresztül követtük. A GSSG-vel való oxidáció során 1 ml 
elegyet inkubáltunk 1,5 ml-es Eppendorf-csövekben. 
 
2.9 Tripszines limitált proteolízis 
A propellereket (0,5 mg/ml) 50 mM HEPES, 1 mM CaCl2, 1 mM DTE, pH 8,0 
pufferben, 25 °C-on, 0,05 mg/ml frissen bemért tripszinnel inkubáltuk. Az elegyb l id nként 
mintát vettünk, rögtön az SDS PAGE mintakoktéljába hígítottuk és felforraltuk, hogy a reakciót 
leállítsuk; az így nyert mintákat SDS PAGE segítségével elemeztük. 
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A hasított POP (0,46 mg/ml) el állításához a POP emésztése a fenti pufferben 0,007 
mg/ml tripszinnel történt, 6,6 ml térfogatban, 25 °C-on, 45 percig. A reakciót 5 mM benzamidin, 
5 mM DTE, 2 mM EDTA hozzáadásával állítottuk le, majd a 2 ml-re betöményített elegyet 
MonoQ HR10/10 oszlopon megfuttatva a hasított enzimet elválasztottuk a tripszint l és a 
hasítatlan enzimt l (A puffer: 20 mM foszfát, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, pH 6,5; B puffer: A 
puffer + 0.5 M NaCl; 0,5 ml/perc áramlási sebesség; lineáris gradiens 18-40% B, 4 
oszloptérfogat alatt; ilyen körülmények között a tripszin, a POP és a hasított POP rendre 18, 26-
28, 29-32% B-nél eluálódott, ahogy azt a frakciók SDS PAGE képe mutatta). 
 
2.10 Gélkromatográfia 
Superose 12 oszlopra 100 vagy 250 μl mintát injektáltunk. Az ismeretlen molekula-
tömegeket standard fehérjék (SIGMA Molecular Weight Marker Kit, 12,4-200 kDa) futttatásával 
nyert kalibrációs görbe alapján számítottuk. A kalibrációs egyenes meghatározásakor a fehérjék 
molekulatömegének a logaritmusát ábrázoljuk a retenciós id  vagy térfogat függvényében. 
 
2.11 Cirkuláris dikroizmus 
A méréseket termosztálható küvettás Jasco J-720 CD spektropolariméterrel végeztük. A 
távoli (200-250 nm) ill. közeli (250-310 nm) UV-tartományban rendszerint 1 ill. 10 mm fényút-
hosszú küvettát használtunk, és jellemz en 2 ill. 20 μM fehérje-koncentrációt alkalmaztunk híg 
(10-20 mM) foszfát-pufferben. A puffer spektrumát a fehérjét tartalmazó minta spektrumából 
levontuk. A spektrumok min. 3 mérés átlagát jelentik. A spektrumokat 20 nm/perces sebességgel 
vettük fel. A másodlagos szerkezeti elemek hányadának meghatározása a CD-spektumok alapján 
a http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro helyen hozzáférhet , 3 különböz  módon becsl  
módszert (Continll, CDSSTR, Selcon3) tartalmazó CDPro szoftvercsomag segítségével történt. 
A különböz  bázisokon kapott másodlagos szerkezeti elemhányadokat módszerenként 
átlagoltuk. A szerkezeti elemek mennyiségét a POP röntgenszerkezetének PDB-ben hozzáférhet  
adatait alapul véve is kiszámítottuk. Az egyes elemek besorolása a Sreerama, Venyaminov et al. 
1999 cikkben leírtak szerint történt. 
 
2.12 Differenciális pásztázó kalorimetria 
A h stabilitásra vonatkozó méréseket Microcal VP-DSC (Microcal Inc.) készülékkel 
végeztük. A denaturációs görbéket 25-80 °C, a termofil enzimnél 25-120 °C között határoztuk 
meg. A felh tési sebesség 60 °C/óra, míg az átalakulások reverzibilitásának vizsgálata során 15, 
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30 és 60 °C/óra volt. A mérések során jellemz en 0,2-0,8 mg/ml-es fehérje-koncentrációt, és 0,5 
mM EDTA-t tartalmazó 50 mM foszfát, pH=8 puffert alkalmaztunk. 
 
2.13 Kémiai denaturáció 
A sertés és a Pfu POP, valamint a propellerek denaturációját 0,4–0,7 μM fehérjét és 
növekv  mennyiség  ureát vagy GdnHCl-t, emellett 1 mM EDTA-t és DTE-t tartalmazó 50 mM 
foszfát, pH=8 pufferben végeztük. Az elegyeket két órán ill. egy éjszakán át inkubáltuk 25 ºC-
on, majd a fehérje saját fluoreszcenciáját mértük. A denaturáció sebességi állandójának meg-
határozásához a fehérje saját fluoreszcenciájának változását detektáltuk, (280nm/340nm-en), 
gyors denaturáció esetén stopped-flow módszerrel, RX-2000 gyorskinetikai feltét segítségével. 
A propellerek egyensúlyi denaturációs görbéinek meghatározása során a különböz  
ureakoncentrációjú (0-9M), éjszakán át inkubált minták pufferra korrigált fluoreszcens jelét 
illesztettük egyenesen a következ  egyenlethez (Santoro and Bolen 1988): 
f ={(yf +mf D)+(yu +mu D)(exp(-ΔG0 /RT-mD/RT ))}/{1+exp(-ΔG0 /RT-mD/RT)}  (2.10)  
ahol f a mért fluoreszcens intenzitás, yf és mf ill. yu és mu az átmenet el tti ill. utáni szakaszok 
meredeksége és tengelymetszete, R a gázállandó, T az abszolút h mérséklet, D a denaturáns 
koncentrációja, m pedig ΔG denaturáns-koncentrációtól való függésének mértéke az átmeneti 
tartományban. ΔG0 felel meg a fehérje konformációs stabilitásának denaturáns hiányában (D=0). 
Az egyenlet akkor használható, ha a fehérje natívból közvetlenül denaturált állapotba alakul át. 
 
2.14 Renaturálás 
A refolding el tt a Pfu POP (0,8-1,0 μM) denaturációját 1 órás inkubációval értük el, 6M 
GdnHCl-t tartalmazó pH=1,5 50 mM foszfát pufferban, 25 ºC-on. A sertés POP és a propellerek 
denaturációja is hasonlóan történt, de a denaturációhoz elegend  volt pH=2,5 és 6M urea. A 
propellereknél a fehérjekoncentráció a denaturáló elegyben ~5 μM volt. A renaturálás során 
különböz  hígítást, pH-t, h mérsékletet, ioner sséget és adalékokat (BSA, etilénglikol) 
alkalmaztunk. A de- és renaturáció folyamatát id nkénti mintavételt követ en a fehérje 
fluoreszcens spektrumának felvételével és az enzimek esetén aktivitásméréssel is követtük. A 
propellerek esetén teljes refoldinghoz vezetett, ha ~5 μM denaturált fehérjét 10-szeresére, 50 
mM foszfát, 1 mM EDTA, 5 mM DTE, pH~7 pufferbe hígítottuk. 
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2.15 Kristályszerkezetek meghatározása 
A röntgenszerkezetek meghatározását angliai együttm köd  csoportunkban Dean Rea és 
Fülöp Vilmos végezte (University of Warwick, Department of Biological Sciences). A dolgozat 
alapjául szolgáló cikkekben el forduló, kristályszerkezeten alapuló ábrákat is k készítették. A 
kapcsolódó adatok a csatolt cikkekben találhatók. 
 
2.16 A POP flexibilitására vonatkozó számítások 
A számításokat Fuxreiter Mónika, Magyar Csaba és Simon István (MTA Enzimológiai 
Intézet) végezte. A számításokkal kapcsolatos részletek a csatolt (Ref. 5) cikkben találhatók. A 
3.4.3 fejezetben található, a számítások eredményeit megjelenít  ábrát is k készítették. 
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3 Eredmények és megbeszélésük 
 
A célkit zéseknek megfelel en sor került a sertés prolil-oligopeptidáz katalitikus triádjának 
ill. az E. coli oligopeptidáz B oxianion-köt helyének és S1, S2 szubsztrátköt  helyének 
vizsgálatára, valamint a Pyrococcus furiosus prolil-oligopeptidáz kinetikai jellemzésére. Emellett 
többféle megközelítésben vizsgáltuk a sertés POP esetén a szubsztrátszelekció problematikáját. 
Mivel ez utóbbi kérdés a legfontosabb és a legnagyobb érdekl désre számot tartó, az idevágó 
vizsgálatokat ebben a fejezetben részletesen tárgyaljuk; a többi témában elért eredményeket a 
dolgozat átláthatósága érdekében csupán a f bb megállapításokat és következtetéseket kiemelve 
ismertetjük. (Utóbbi munkák eredményei a dolgozathoz csatolt cikkekben olvashatók 
részletesen. Itt jegyezzük meg, hogy a dolgozat 7. fejezetében található a dolgozat alapjául 
szolgáló 7 közlemény listája, melyekre a disszertációban Ref. 1-7 rövidítéssel hivatkozunk). 
 
3.1 A sertés prolil-oligopeptidáz katalitikus triádja 
 
A katalitikus triád a szerin-proteázok körében alapvet  fontosságú a katalízis 
szempontjából. A triád két tagjának, a nukleofil szerepét betölt  szerinnek és a bázis-
katalizátorként m köd  hisztidinnek a szerepe egyértelm en tisztázott. Ezzel szemben a triád 
harmadik tagjának, az aszparaginsavnak többféle szerep is tulajdonítható (lásd az 1.2.2 fejezetet). 
A tripszin D102N mutánsának csökkent aktivitását azzal magyarázták, hogy a mutáns enzimben 
a katalitikus His57 nem megfelel  tautomer formája stabilizálódik az Asn102-vel kialakuló 
hidrogénkötés révén (Sprang, Standing et al. 1987). A sertés POP katalitikus triádjának az 
Asp641 a harmadik tagja; a D641A és D641N variánsokon keresztül tanulmányozzuk az Asp641 
katalízisben betöltött szerepét (Ref. 2). Mivel a D641A variáns biztosan nem tud hidrogénkötést 
kialakítani a katalitikus His680-al, így a két mutáns viselkedése alapján eldönthet , hogy az 
Asp641 töltése vagy hidrogénkötésen alapuló hatása a fontos a katalízis folyamán. 
A natív POP közel azonos aktivitással hidrolizál egy hasadó kötésként valódi 
peptidkötést tartalmazó oktapeptid szubsztrátot, egy ennél jobb távozó csoportot tartalmazó 
amidszubsztrátot (Z-Gly-Pro-Nap), valamint egy igen jó távozó csoporttal rendelkez  tioészter 
(Z-Gly-Pro-SBzl) vagy p-nitrofenil-észter (Z-Gly-Pro-Onp) szubsztrátot. A D641A és D641N 
variánsok oktapeptid, naftilamid és tioészter szubsztráttal szemben mutatott aktivitása a natív 
enzimhez képest rendre hat, három ill. két nagyságrenddel volt kisebb, míg az 
észterszubsztrátokkal mért értékek látszólag nem változtak a vad típusnál mértekhez képest. A 
mutánsok viselkedésének oka a hasítandó kötés különböz  er ssége lehet: úgy t nik, hogy a 
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D641 cseréjével elrontott aktív hely er sebb kötést nehezebben képes hasítani. A két mutáns 
ugyanazon szubsztráttal szemben meghatározott kcat/Km értékei, bár a D641A-variáns értékei 
mindegyik alkalmazott szubsztrát esetében valamivel magasabbak voltak, mint a D641N variáns 
megfelel  értékei, egy nagyságrenden belül azonosnak adódtak, ami arra enged következtetni, 
hogy az aszpartát negatív töltésének a jelenléte a fontos a katalízis folyamán. A tapasztaltak 
összhangban vannak a katalitikus triádot töltésstabilizáló rendszerként felfogó nézettel, mely 
szerint az aszpartát negatív töltése révén részt vesz az átmeneti állapot stabilizálásában a 
tetraéderes intermedier és az imidazolium-ion alkotta ionpár stabilizálásán keresztül. Az er sebb 
kötés hasítása nagyobb energiájú átmeneti állapoton keresztül valósul meg, és nagyobb 
stabilizáló hozzájárulást igényel. A tapasztalt viselkedés különbözik a tripszinnél látottól: a 
tripszin katalitikus aszparaginsavának aszparaginra való cseréje (D102N) a nitroanilid és 
tioészter szubsztráttal mért aktivitás azonos mérték  csökkenésével járt együtt; igaz, ennél 
szélesebb kör  vizsgálatra nem került sor (Craik, Roczniak et al. 1987). 
A POP-t a tripszinnel összevetve további különbséget tapasztaltunk a specifitási állandó 
pH-függése során. A vad típusú tripszin és a D102N variáns tioészter szubsztráttal mért 
aktivitásában megmutatkozó különbség a pH-tól er sen függött: amíg a savanyú pH-
tartományban négy nagyságrenddel, addig a lúgosabb pH-kon már csak két nagyságrenddel volt 
alacsonyabb a mutáns aktivitása (Craik, Roczniak et al. 1987). Ezzel szemben a POP esetén a 
mutánsok csökkent aktivitása Z-Gly-Pro-Nap szubsztráttal mérve a vizsgált teljes pH-
tartományban közel azonos mérték nek adódott: a pH hatása a POP-mutánsoknál, különösen a 
D641A variánsnál abban mutatkozott meg, hogy a két enzimforma relatív aktivitása, és a só 
(NaCl) hatására bekövetkez  aktivitásnövekedés a natív enzimre jellemz t l eltért. Ez azt jelzi, 
hogy a katalitikus aszparaginsav hozzájárulását a pH is befolyásolja, de nem jelent sen. 
Mind a D641A-, mind a D641N-variáns kristályszerkezetében a katalitikus hisztidin 
(His680) pozíciója a natív enzimben elfoglalttal azonos, suc-Gly-Pro-Nan szubsztrát jelenlétében 
kristályosítva is. A D641A mutáns esetében ez nem volt egyértelm en elvárható, hiszen az 
Ala641 nem rendelkezik a His680 pozícióját stabilizálni képes oldallánccal. Viszont a D641N 
mutánsban sem stabilizálódik a nem megfelel  His680-tautomer, mivel az aktív hely 
szerkezetében bekövetkez  perturbáció azzal jár, hogy az Asn641 a hidrogénkötéshez szükséges 
távolságon túlra kerül a His680-tól. Mindezek alapján a kcat/Km-ben bekövetkezett csökkenés oka 
nem lehet a nem megfelel  His-tautomer stabilizációja. Itt érdemes megjegyezni, hogy a natív 
sertés POP esetében a His680 eleve a kedvez  trans konformációban van, melyb l való 
kifordulása, elmozdulása kevéssé valószín . 
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A POP és a tripszin egyaránt a Ser-His-Asp katalitikus triád közrem ködésével látja el 
feladatát, azonban a triád aszpartátjának szerepe a két enzimben nem azonos. Az eredmények a 
sertés POP esetében arra utalnak, hogy a triádon belül az aszparaginsav negatív töltése révén 
biztosítja a triád töltésstabilizáló rendszerként való m ködését. 
 
3.2 Az E. coli oligopeptidáz B oxianion-köt helye 
 
A POP enzimmel való szekvenciahasonlóság alapján az E. coli OPB oxianion-köt helyén 
a Tyr452 OH-csoportjától származik az egyik stabilizáló hidrogénkötés. A Tyr452 Phe-ra való 
cseréje az amid- és peptidszubsztrátok többségénél közelít leg két nagyságrendnyi, egy rövid, 
kevéssé specifikus amidszubsztráttal három nagyságrendnyi aktivitáscsökkenést okozott, míg az 
észterszubsztrátokkal mért specifitási állandók látszólag nem változtak a natív enzimmel mérthez 
képest. Ezek az adatok azt mutatják, hogy az OPB oxianion-köt helyén a Tyr OH-csoportja általi 
stabilizáció jelent s és a függ az alkalmazott szubsztráttól, a POP oxianion-köt helyénél 
tapasztaltakhoz hasonlóan. 
Az Y452F mutáns esetében egy rövid, kevésbé specifikus észterszubsztráttal nem-
produktív köt dést tapasztaltunk: úgy látszik, hogy az oxianion-köt helynek a nem-produktív 
kötés megszüntetésében, visszaszorításában is lehet szerepe. Bár általánosan az az elfogadott, 
hogy az oxianion-köt hely úgy befolyásolja a katalízist, hogy az oxianionnal kialakított 
hidrogénkötések révén stabilizálja a reakció átmeneti állapotát, ugyanakkor a hasítandó peptid 
karbonil-oxigénjével alapállapotban is kialakulhat hidrogénkötés, így az oxianion-köt hely a 
katalízishez megfelel  köt dés kialakítását is segítheti – ahogy azt az OPB esetében láthattuk 
(Ref. 1). 
 
3.3 Az E. coli oligopeptidáz B S1 és S2 szubsztrátköt helye 
 
Az E. Coli OPB szubsztrátkötésér l szereztünk információkat kinetikai mérések útján  
(Ref. 1). Azt tapasztaltuk, hogy az S1 és S2 hely nemcsak a szubsztrátok kötéséért felel s. 
Már korábbi, kis, szintetikus szubsztrátokkal végrehajtott kísérletekb l tudtuk, hogy az 
OPB esetében a szubsztrátkötés az elektrosztatikus kölcsönhatásoktól függ, így az enzim 
aktivitását az ioner sség er sen befolyásolja (Polgar 1997). Valódi peptidszubsztátokkal való 
méréseink a só hatásának további jellegzetességeit mutatták meg. Azt láttuk, hogy a specifikus, 
két egymás melletti bázikus aminosavat, ill. az egyik arginin helyett a hasonló térigény , de 
semleges citrullint tartalmazó szubsztrátok (Abz-Thr-Arg-Arg-Phe(NO2)-Ser-Leu-NH2 ill.  
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…-Cit-Arg-… és …-Arg-Cit-…) sófüggése különböz . Az argininpárt tartalmazó szubsztrát 
esetén az ioner sség növekedésével az aktivitás rohamosan csökken, majd konstans értéket vesz 
fel. Ez a viselkedés jól magyarázható az elektrosztatikus kölcsönhatások só (NaCl) hatására 
bekövetkez  leárnyékolódásával, összhangban a sóban mért alacsonyabb Km értékkel, ami jelzi a 
gyengébb köt dést. Az OPB esetében egy gyengébb szubsztrátot egy jó szubsztráttal szemben 
inhibitorként használva megmutattuk, hogy peptidszubsztrátra a Km -érték jól közelíti Ks-értékét, 
így Km nagysága jól jellemzi a köt dés er sségét. Az egy arginint tartalmazó szubsztrátok 
esetében a sófüggés hasonló lefutású minimumgörbét eredményezett, ami arra utal, hogy a két 
peptid argininja az enzim egyazon helyére köt dhet. A hidrolizált szubsztrátok szekvenálása ezt 
igazolta, ezzel együtt megmutatta, hogy a specifitásban az S1 köt hely a meghatározó az S2 
köt hellyel szemben. 
Megállapítottuk, hogy a specifikus szubsztrátok kötéséért a S2 helyen korábban (Gerczei, 
Keseru et al. 2000) már azonosított karboxil-diád (Asp460, Asp462) mellett a S1 helyen is egy 
karboxil-diád (Glu576, Glu578) a felel s. A sertés POP esetén a P1 prolin kötését els sorban a 
Trp595 végzi (1.2 ábra) , a gy r k átlapolása révén. Az OPB szekvenciájában a Trp595-nek a 
Glu576 felel meg. Valószín , hogy a P1 arginin kötésében ez a csoport vesz részt a közeli 
Glu578-al együtt, az S2 helyen látott diádhoz hasonlóan. Ezt alátámasztja, hogy a POP 
szerkezetében a két diádnak megfelel  aminosavak (Thr481/Asn483 ill. Trp595/Thr597) 
oldalláncai a szubsztrátkötéshez megfelel  irányban helyezkednek el. Másrészr l munkánkkal 
egyidej leg egy Salmonella OPB enzim esetében helyspecifikus mutagenezisekkel szintén két 
karboxil-diádot azonosítottak szubsztrátköt helyként (Morty, Fulop et al. 2002). 
Több szubsztráttal tapasztaltunk nagy szubsztrátkoncentrációk alkalmazásánál szubsztrát-
gátlást, de a gátlás mechanizmusa az egy, ill. két arginint tartalmazó szubsztrátok esetében nem 
volt azonos. Az eltér  viselkedés oka az lehet, hogy a csak egy arginint tartalmazó szubsztrátok 
az S1 és S2 helyen található négy karboxil-csoporthoz nem csak egyféleképpen köt dhetnek, 
hanem alternatív kötési módok is megvalósulhatnak. Az argininpárt tartalmazó szubsztrát esetén 
erre nincs mód, mivel mindkét köt helyet elfoglalja. Az eredmények arra utalnak, hogy 
szubsztrátköt helyek érintettek a szubsztrátgátlásban. 
Azt is tapasztaltuk, hogy millimoláris koncentrációjú Ca2+- és Mg2+-sók megnövelik az 
enzim egy arginint tartalmazó szubsztrátokkal való reakciójának sebességi állandóját. Erre a 
jelenségre az lehet a magyarázat, hogy a Ca2+-ionok az S2 helyre köt dve megakadályozzák a 
szubsztrát nem megfelel  köt dését. Ca2+-sók jelenlétében magasabb Km mérhet , ami igazolja a 
szubsztrát er sebb köt dését. Az S2 hely tehát érintett az enzim aktiválásában is. A Ca2+-ionok a 
pH-függést is leegyszer sítik, jelezve, hogy a vad enzimre jellemz  pH-kcat/Km profilt kialakító 
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négy ionos csoport (pK) közül a szubsztrátköt helyek valamely karboxil-csoportja az egyik. 
Ennek a karboxil-csoportnak a befolyása inhibitorok kötésénél is látszik. 
 
3.4 A Pyrococcus furiosus prolil-oligopeptidáz kinetikai jellemzése 
 
A Pfu POP kinetikai vizsgálata során elért eredményeink (Ref. 6-7) számos ponton eltérést 
mutattak a korábbi tanulmányokban (Harwood, Denson et al. 1997; Harris, Madura et al. 2001) 
közöltekkel. Ezek közül itt csak a legfontosabb kérdéssel foglalkozunk: mennyiben képes a Pfu 
POP fehérjék hasítására. Eredményeink alapján a Pfu POP nem a korábban látott számottev  
mértékben, hanem csak nyomokban, a tripszinnél ~2500-szor gyengébben hasítja az azokazein 
szubsztrátot. Emellett korábban tapasztalt autolízisér l SDS-gélelektroforézis és gélkromatográfia 
segítségével megmutattuk, hogy valójában artifaktum, melyért els dlegesen a reakcióelegybe 
eredetileg véd  funkcióval tett glicerin felel. Megállapítottuk, hogy az enzimet magas 
h mérsékleten, hosszabb ideig inkubálva a fehérje nem bomlik le, csupán kismérték , igen lassan 
bekövetkez , rendes enzimreakcióként nem értékelhet  hasadása tapasztalható. 
Eredményeink arra engednek következtetni, hogy a Pfu POP alapvet en oligopeptidáz, 
rendes körülmények között csak kisméret  peptidek hasítására alkalmas. Tetsz leges méret  
peptidet, így fehérjét hasító aktivitása nem számottev . Az irodalomban korábban közzétett 
példák (lásd 1.4.3 fejezet), amelyekben egy oligopeptidáz fehérjebontó aktivitással rendelkezett, 
különösen hosszú reakcióid t igényeltek - az ilyen aktivitás, noha esetenként ténylegesen 
tapasztalható, nem tekinthet  jelent snek. 
 
3.5 A szubsztrátválogatás mechanizmusa 
 
A prolil-oligopeptidáz esetében nem egyértelm  a szubsztrátbejárat helye, ezzel együtt az 
oligopeptid szubsztrátok kiválogatásának mikéntje sem. Ennek az az oka, hogy bár a sertés POP 
kristályszerkezete ugyan rendelkezésre áll, abban nem azonosítható olyan nagy nyílás, melyen át 
egy peptidszubsztrát az enzim szerkezetében való változás nélkül érhetné el a katalitikus triádot 
(Fulop, Bocskei et al. 1998). A POP enzimmel végzett vizsgálataink f  iránya a kérdéses 
mechanizmus feltárása volt. 
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3.5.1 Az aktivitáshoz szükséges konformációváltozások feltérképezése a lehetséges 
mozgások gátlásával 
 
Korábbi eredményekb l tudtuk, hogy a szubsztrát aktív helyre való bejutása a propeller 
lemezeinek egyfajta oszcilláló elmozdulását igényli, ahogy azt a propeller domén közepére 
tervezett diszulfidhíd kialakulása nyomán bekövetkez  aktivitásvesztés bizonyította (Fulop, 
Szeltner et al. 2000). Ugyanakkor az is elképzelhet , hogy a propeller lapátjainak egymáshoz 
képesti elmozdulása nem a propeller teljes hosszát érinti. A Pfu POP fehérjebontó aktivitása 
kapcsán azt feltételezték, hogy a nagyméret  fehérjeszubsztrátok számára valószín bb az aktív 
hely elérése egy olyan elmozdulás nyomán, mely a két domén egymástól való eltávolodásával a 
közöttük található rés megnagyobbodásával jár (Harris, Madura et al. 2001). (Ezen utóbbi 
feltételezés még úgy is megállja a helyét, hogy a kés bbiekben a Pfu POP-ra bemutatott 
fehérjebontást lényegében cáfoltuk.) 
Az említett lehet ségeket tanulmányoztuk a sertés POP esetében úgy, hogy a propeller 
doménbe, annak a katalitikus doménhez közeli és attól távoli végébe, ill. a két domén közé 
diszulfidhidakat beépítve megvizsgáltuk, hogy az adott részek mozgási lehet ségének 
korlátozása milyen hatással van az aktivitásra (tekintetbe véve, hogy az aktivitás a szubsztrát 
bejutását feltételezi). Az eredményekb l következtethetünk arra, hogy az enzim mely részeinek 
az elmozdulása szükséges a szubsztrátok bejutásához (Ref. 3). A 3.1 ábra szemlélteti azon 
aminosavpárok helyzetét, melyek helyére a ciszteineket bevittük. 
 
3.1 ábra A tervezett diszulfidhidak el-
helyezkedése. 
A propeller peptidázhoz közelebbi végén: 
Y73-V427. 
A propeller peptidáztól távolabbi végén: 
K81-D391. 
A két domén között: C255-T597. 
A peptidáz domén sárgával, N-terminális 
szegmense sötétkékkel van színezve. A 
propeller egyes lemezei különböz  szín ek. 




Diszulfidhidak kialakítása a propeller doménen belül 
A propeller domént érint  diszulfidképz  kísérletek során mindig a C255A vagy C255T 
variánst használtuk kontroll enzimként a vad típus helyett, mivel mint ismert (Szeltner, Renner et 
al. 2000), a C255 olyan, az aktív hely közelében elhelyezked , nukleofilekkel reagáló oldallánc, 
melynek oxidációja vagy blokkolása befolyásolja az enzim aktivitását. Annak érdekében, hogy a 
tervezett helyeken a stabilizáló diszulfidhidakat kialakíthassuk, a röntgenszerkezet ismeretében a 
megfelel  helyekre ciszteineket vittünk be helyspecifikus mutagenezissel. Elkészítettük és 
preparáltuk a propeller domén katalitikus domént l távoli ill. közeli részén diszulfidhíd 
kialakítására képes Y73C/V427C/C255T ill. K81C/D391C/C255T mutánst (3.1 ábra). 
Megnéztük, hogy a ciszteinek bevitele milyen hatással van az enzim aktivitására, és azt találtuk, 
hogy a mutánsok kinetikai viselkedése csekély mértékben tér csak el a kontrol C255T enzimét l. 
A ciszteinek oxidációját a leveg  oxigénjével vagy kis mennyiség  (0,1 és 0,5mM) oxidált 
glutation (GSSG) alkalmazásával kívántuk elérni. A diszulfidkötés kialakulását az enzim 
aktivitáscsökkenésének mérésével követtük. A variánsok inaktiválódása els rend  kinetika 
szerint történt. A leveg  jelenlétében tapasztalt inaktiváció meglehet sen lassú volt (3.1 tábl.). 
Az oxigén mennyisége az inkubáció során elegend  volt, nem határozta meg a reakció 
sebességét, amit bizonyíott az, hogy tízszeres enzimkoncentráció mellett is ugyanakkorra 
sebességi állandót mértünk. A GSSG alkalmazása jelent sen meggyorsította az inaktiváció 
sebességét, amely ugyanakkor nem volt arányos a hozzáadott GSSG mennyiségével (3.1 tábl.). 
Ebb l úgy t nik, hogy a GSSG, mérete folytán, nem képes szabadon megközelíteni a bels  
ciszteineket, a diszulfidkötés kialakulásában sztérikus okok játszhatnak sebességmeghatározó 
szerepet. 
3.1 táblázat Az inaktiválódás sebességi állandói 
Variáns O2 
103 k (h-1) 
0,1 mM GSSG 
103 k (h-1) 
0,5 mM GSSG 
103 k (h-1) 
0,1 mM CAb, 
103 k (h-1) 
C255A  54,4±1,0 128,9±7,1  
C255T  56,5±0,9 112,9±2,2 7990±600 
Y73C/V427C/C255T 15,3±0,8 91,8±1,7 264,1±6,3  
K81C/D391C/C255T  36,9±1,1 72,2±1,6  
C78A/C255T  47,0±0,8 108,0±1,7 7400±400 
T597C 20,3±0,7 355±7 1344±27 >30000 
a pH 8,5,  b a cisztaminnál megadott értékek a lassú fázisra vonatkoznak 
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Az Y73C/V427C/C255T variáns GSSG jelenlétében mért inaktiválódási sebessége 
mintegy kétszerese a kontroll enzimnél mértnek, jelezve a diszulfidkötés kialakulását, viszont a 
K81C/D391C/C255T variáns a kontroll enzimnél is lassabban inaktiválódott (3.1 tábl.). Ez 
utóbbi mutánsnál az inaktiválódás els sorban nem a diszulfidképz dést l származhat. A nem 
várt viselkedés hátterében a mutánsnak a kontrollétól valamelyest eltér  szerkezete is állhat: a 
kontroll enzim röntgenszerkezetében az Asp391 O 2 oxigénje hidrogénkötésben van a Gln388 
f lánc-NH-csoportjával, de ez a kapcsolat az Asp cseréjével megsz nik. Továbbá a Lys81 és 
Asp391 fontos szerephez juthat a fehérje feltekeredése során, mivel a tripla mutáns nagy része, a 
kontrolltól eltér en, inklúziós testek formájában képz dött. Ezen okok miatt ezt a mutáns további 
vizsgálatokra nem használtuk. Mindamellett ennél a variánsnál a diszulfidkötés kialakulásának 
egyik fontos paramétere, a két cisztein C -atomjainak a távolsága sem volt a legideálisabb. 
Elvileg ennek a távolságnak 4-9 Å közé kell esnie ahhoz, hogy diszulfidkötés kialakulhasson; a 
fehérjékben ténylegesen kialakuló diszulfidhidak esetén megfigyelt távolság ennél kisebb:  
4,4-6,8 Å (Richardson 1981). A K81C-D391C kötésre számított érték (7,74 Å) hosszabb ennél 
(3.2 tábl.). A diszulfidhíd kialakulásának valószín sége a ciszteinek szekvenciális környezetéb l 
is becsülhet . Megmutatták, hogy a természetes fehérjékben a ciszteinek és fél-cisztinek 
jellegzetesen eltér  szekvenciális környezetben fordulnak el , így a ciszteinek 10-10 
aminosavnyi környezetében fellelhet  oldalláncokat figyelembe véve a diszulfidképz  hajlam 
számítással el re becsülhet  (Fiser, Cserzo et al. 1992). Ezt a módszert alkalmazva, a 
diszulfidképz  potenciált (P) kiszámolva, a K81C-D391C kötés elég jó jelöltnek látszott (3.2 
tábl.), de úgy t nik, hogy a túl hosszú áthidalandó távolság meghatározóbb volt. Az Y73C-
V427C kötés kialakulása mind a számított potenciál, mind a C -atomok távolsága alapján 
valószín bb. 
3.2 táblázat A diszulfid-kötés kialakulását befolyásoló tényez k 
Diszulfid C -atomok távolsága (Å)a Potenciálb 
Y73  –  V427 6,41 9,28 
K81  –  D391 7,74 2,98 
C78  –  Q397 6,27 2,95 
C255 –  T597 5,85 0,08 
 a a vad típusú POP röntgenszerkezetéb l; b (Fiser, Cserzo et al. 1992) alapján számítva 
 
Az Y73C/V427C/C255T variáns esetén a diszulfidkötés kialakulását az oxidált enzimb l 
nyert kristályok röntgenszerkezete is igazolta. Az új kötés körüli, a 70-76 és 424-430 
aminosavak alkotta régiókat a vad típusú enzimben nagy flexibilitás jellemzi, az elektrons r ségi 
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térképen rosszul látszanak. A diszulfidkötés kialakulása stabilizálja környezetét, csökkenti a 
közelében található részek mozgékonyságát: az oxidált Y73C/V427C/C255T variáns 
szerkezetében a fentebb említett régiókra meghatározott h mérsékleti tényez k valóban 
alacsonyabbak voltak, mint a kontroll enzim megfelel  értékei. 
Maguknál a kontroll enzimeknél is tapasztalható volt lassú inaktiválódás, ennek oka 
valamely bels  ciszteinek oxidációja lehet. Láttuk korábban, hogy a felszíni, felszínhez közeli, 
könnyen hozzáférhet  ciszteinek méretes tiol-reagensekkel, pl. N-etil-maleimiddel való reakciója 
az enzim aktivitását nem befolyásolja (Szeltner, Renner et al. 2000). Ugyanakkor ezen korábbi 
mérések id tartama jóval rövidebb volt, mint a jelen munka során alkalmazott inkubációs id k. 
Elképzelhet , hogy a hosszú inkubálás során a GSSG képes reagálni bels  ciszteinekkel is, ami a 
szerkezet torzulásán át az aktivitás csökkenéséhez vezethet. Megismételtük az oxidációt a jóval 
kisebb méret , így a bels  ciszteinekhez könyebben hozzáfér  cisztamin (CA) jelenlétében is. 
Azt tapasztaltuk, hogy az inaktiválódás két fázisban történt: az aktivitás 0,1mM cisztamin 
hozzáadását követ en néhány másodpercen belül mintegy 70%-ra esett le, majd egy lassúbb, 
exponenciális csökkenés következett, melynek sebességi állandója a GSSG-okozta 
inaktivációénál még mindig két nagyságrenddel nagyobb volt (3.1 tábl.). Ez azt jelenti, hogy 
legalább kett , a cisztamin számára különböz  mértékben hozzáférhet , rejtett cisztein felel s az 
aktivitáscsökkenésért, valamint azt is, hogy az oxidáló reagens mérete igen fontos. Ezzel 
összhangban azért, hogy az enzim ciszteinjeinek nem kívánatos oxidációját elkerüljük, ill. hogy 
minél inkább csökkentsük, a kísérletek során lehet ség szerint nem túl nagy oxidálószer-
felesleget alkalmaztunk. 
 
A propeller és a proteáz domén összekötése 
A két domén közé tervezett diszulfidhíd segítségével a domének egymáshoz képesti 
elmozdulásának a lehet séget vizsgáltuk. A vizsgálatokhoz a peptidáz domén Thr597 treoninját 
cseréltük ciszteinre, amely így a propeller domén C255 ciszteinjével került diszulfidhíd ki-
alakításához ideális helyzetbe (3.1 ábra). 
A T597C variáns leveg n, a propelleren belüli variánsokhoz hasonlóan, lassan 
oxidálódott (3.1 tábl.). Mindazonáltal az inaktiválódás egy hét alatt csaknem teljesnek volt 
tekinthet . Ezen hosszú inkubációs id  folyamán a kontroll C225A aktivitáscsökkenése nem volt 
jelent s. Az oxidált T597C aktivitása 1,5 mM DTE hozzáadását követ en mintegy két óra alatt a 
kiindulási értékre tért vissza, ami megfelel annak, hogy az inaktiválódás oka a diszulfidkötés 
kialakulása volt. Az oxidált enzim kristályszerkezete is igazolta a diszulfidhíd jelenlétét, emellett 
azt is megmutatta, hogy a szerkezetben a diszulfid bevitele nem okozott jelent s eltérést. 
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Az oxidált enzimr l megmutattuk, hogy maradék aktivitása a redukált formától 
származik: a maleimid a C255-tel reagálva az enzim ~85%-os gátlását okozza; négy napos 
leveg n való inkubálás után a maleimid hozzáadása a maradék aktivitás hasonló mérték  
csökkenésével járt együtt. 0,05-0,1mM GSSG alkalmazása jelent sen meggyorsította az 
oxidációt: az összes variáns közül ennél volt a legnagyobb az inaktiválódás, azaz a diszulfid-
képz dés sebessége, az Y73C/V427C/C255T esetén mértnek is mintegy négyszerese (3.1 tábl.). 
Ez összhangban van azzal, hogy a C -atomok távolságát figyelembe véve ez a variáns látszott a 
legjobb jelöltnek a diszulfidkötés kialakulára. Úgy t nik, az ideális térbeli közelség meg-
határozónak bizonyult, hiszen a számolt potenciálérték inkább a redukált ciszteinforma 
kedvezményezettsége (P=0,08<<1) mellett szólt (3.2 tábl.). 
 
A bevitt diszulfidhidak megváltoztatják a fehérje stabilitását 
A bevitt diszulfidhidak megváltoztatták az enzim h stabilitását, így kialakulásuk az 
enzim DSC-görbéin át is követhet  volt. Amíg a diszulfidhíd kialakítására képtelen, oxidált 
C255A DSC-görbéjén, a natív POP-hoz hasonlóan, két csúcs jelentkezik (3.2 ábra, 3.3 tábl. 
Tm1és Tm2), addig az oxidált, mintegy 20% maradék aktivitást, azaz redukált formát tartalmazó 
T597C variáns görbéjénél egy további csúcs is megjelenik, a kontroll enzim Tm2 csúcsához 
képest ~7 °C-kal magasabb Tm3 h mérsékleten. 
 

















3.2 ábra DSC-görbék: piros: leveg n oxidált C255A; kék: leveg n oxidált T597C; zöld: 
GSSG-vel oxidált T597C. 
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3.3 táblázat A POP és variánsai h stabilitása 
Redukált forma Oxidált forma Enzim 
Tm1 Tm2 Tm3 Tm1 Tm2 Tm3 
T597C 43,7 53,5 – 43,6a 53,6a 60,5a 
T597C 43,6 53,5 – 43,6b 53,6b 60,4b 
C255A 43,7 53,5 – 43,4a 52,4a – 
C255T 44,3 52,0 –    
POP (vad típus) 44,0 53,6 –    
Y73C/V427C/C255T 40,3 50,2 – – 51,6b 58,2b 
a  Leveg  oxigénje által oxidálva; b  50 μM GSSG-vel oxidálva 
 
Egy GSSG jelenlétében oxidált, 10% maradék aktivitással rendelkez  T697C minta 
esetén is hasonló lefutású görbét mértünk, ami azt mutatja, hogy a tapasztalt változás nem függ 
az oxidálószer min ségét l. A harmadik csúcs megjelenése összefüggésben van a stabilizáló 
diszulfidkötés kialakulásával, mivel intenzitása n tt az aktivitás csökkenésével, azaz az oxidált 
forma mennyiségének növekedésével. Az Y73C/V427C/C255T variáns DSC-görbéjén szintén 
megjelent az oxidáció folyamán az új csúcs, ugyanakkor az els  (Tm1) csúcs gyakorlatilag elt nt 
(3.3 tábl.). Ez a viselkedés jellemz  volt a propeller közepén kialakított (C78-Q397C) 
diszulfidhíd képz dése során is (Fulop, Szeltner et al. 2000). Nem tisztázott, hogy milyen 
változások állnak a natív enzim esetében jelentkez  két csúcs hátterében, de az utóbbi eredmény 
azt mutatja, hogy a kis csúcshoz kapcsolható folyamatban a propeller domén érintett. 
 
A doménzárás megakadályozza a szubsztrátkötést 
Megnéztük, hogy az oxidáció okozta aktivitáscsökkenés hátterében valóban az áll-e, hogy 
a keresztkötés következtében a szubsztrát nem tudja megközelíteni az aktív helyet. A szubsztrát 
köt dését a megfelel  inaktív variánssal (S554A/T597C) vizsgáltuk annak érdekében, hogy a 
szubsztrát ne bomoljon el. Az S554A enzimre láttuk, hogy egy bels  kioltású oktapeptid 
szubsztrát P3-P2’ oldalláncait köti (Fulop, Bocskei et al. 1998). Az enzimhez kötött szubsztrát 
esetén a P3’ helyzet  kioltó csoport, megfelel  érintkezés hiányában, nem képes kioltani a P5 
helyen található fluorofór jelét. Így a szubsztrát köt désekor felszabadul a fluoreszcens jel, ami 
lehet séget ad arra, hogy a szubsztrátot növekv  mennyiség  enzim hozzáadásával megtitráljuk 
(lásd még: 2.5 fejezet). A kontroll S554A variáns és a redukált S554A/T597C esetén az enzim-
szubsztrát komplex disszociációs állandója közel azonosnak (40±1 ill. 52±4 M) adódott. A 
redukált és oxidált forma szubsztrátkötését, mivel telítést nem tudtuk elérni, a titrálási görbe 
alapján ~80% telítésnek megfelel  enzimkoncentrációnál vizsgáltuk. Ilyen körülmények között a 
kötött szubsztráttól származó fluoreszcens jelnövekedés az oxidált, még 20% aktivitással 
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rendelkez  S554A/T597C esetén sokkal kisebb (61 egység) volt, mint a redukált forma (285 
egység) ill. a kontroll S554A (300 egység) esetében mért érték. Mivel az oxidált mintánál kapott 
jel a redukált forma jelenlétét l származhat, az eredmények azt mutatják, hogy a keresztkötött 
enzim nem rendelkezik szubsztrátköt  képességgel, ami magyarázza az aktivitás hiányát. 
 
3.5.2 A propeller domén vizsgálata 
 
A szubsztrátbejutás lehet ségeivel kapcsolatos vizsgálataink következ  állomása az 
önálló propeller domén tanulmányozása volt, melynek során a propeller merevsége vagy 
flexibilitása mellett kerestünk érveket. A szerkezet kinyílása egy stabilnak mutatkozó domén 
esetében kevéssé várható (Ref. 4). 
 
A velcro nélküli propellerek önálló, stabil szerkezetek 
A propeller domén a peptidáz doménnel együtt fejl dött. Bár a katalitikus triád 
szekvenciálisan a peptidázhoz tartozik, valójában a két domén határán helyezkedik el, így nem 
meglep , hogy a propellerhez tartozó oldalláncok is fontos szerephez jutnak a katalízis folyamán. 
A domének között szoros a kapcsolat, amit bizonyít a kapcsolódási felület nagysága, mely 2545 
Å2. Adódik a kérdés, hogy ilyen er s köt dés, az enzimben elrejtve maradó, hidrofób részek 
felszínre kerülése mellett az egyes domének tudnak-e önállóan létezni. A peptidáz domént nem is 
sikerült E. coli rendszerben szolubilis formában kifejeznünk, ugyanakkor a propeller domén 
(P(7)) minden nehézség nélkül, jó hozammal (25 mg/l LB) termel dött. Ezért megpróbálkoztunk 
rövidebb, 6 lapátos propeller (P(6)) készítésével is. Ez a csonkított változat már nem adott olyan 
jó termelést (csak 1-2 mg/l LB), mivel a tisztítás során aggregálódni látszott. Ezért 
próbálkoztunk olyan konstrukciókkal, melyekt l jobb termelést reméltünk. Elkészült a P(6’), 
mely a P(6)-hoz képest C-terminálisán egy 11 aminosavas (ACGTKLGCFGC) toldalékot visel, 
mely jóval rövidebb, mint egy lapát, de a propeller N-terminális végével kölcsönhatva 
stabilizálhatja a szerkezetet; a P(6+His), egy N-terminális polihisztidin-toldalékkal b vített P(6); 
valamint a P(6’+His), mely mindkét toldatot tartalmazza. Az affinitás-toldalékot tartalmazó 
variánsokból, könnyebb tisztíthatóságuk következtében, valóban jóval többet tudtunk kinyerni 
(25-90 mg/l LB), de a P(6’) is több (7-9 mg/l LB) tiszta anyagot szolgáltatott, mint a P(6). 
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A propellerek szerkezetileg nem homogének 
A különböz  propellerek szerkezeti homogenitását gélkromatográfiával tanulmányoztuk 
(3.3 ábra).  
























 3.3 ábra A különböz  propellerek gélkromatográfiás elúciós profilja. Piros: P(7), kék: 
P(6+His) (nem frissen preparált), zöld: P(6’). 
 
A P(7) propeller a monomer molekulatömegének megfelel  helyen eluálódott, ezzel 
szemben az affinitás-toldalékot nem tartalmazó P(6) és P(6’) variánsok zömében dimerként 
voltak jelen, oligomerek és változó mennyiség  (a kizárási térfogatban jelentkez ) aggregátum 
mellett. Ez az eloszlás jól mutatja a hatos propellerek aggregációra való hajlamát, mely a 
tisztításukat is megnehezítette. Ugyanakkor a His-toldalék az oligomerizáció ellen is jó 
szolgálatot tett, hiszen a frissen preparált P(6+His) ill. P(6’+His) csaknem tiszta monomernek 
mutatkozott. Mivel aggregáció a tárolás folyamán minden mintában jelentkezett, kisebb 
mértékben a P(7)-, nagyobb mértékben a P(6)-variánsoknál, minden mérés el tt gélsz réssel 
frissen el állítottuk az oligomerekt l és aggregátumtól mentes, tiszta monomer vagy dimer 
frakciót. 
 
Az önálló propeller szerkezete megfelel az enzimben felvettnek 
Megvizsgáltuk, hogy a peptidáz domén nélküli propeller szerkezete megváltozik-e az 
enzimben felvetthez képest. A másodlagos szerkezeti elemek jelenlétét CD-spektroszkópiával, a 
harmadlagos szerkezetet limitált proteolízissel vizsgáltuk. 
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A sertés POP kristályszerkezetéb l ismert, hogy a propellert hét lemez alkotja, és minden 
lemez négy, antiparallel -szálból épül fel, melyeket hosszabb és rövidebb kanyarok kötnek 
össze. A POP PDB-adatai alapján a propellernek megfelel  (D72-V427) aminosavakra a 
másodlagos szerkezeti elemek mennyisége a következ : 0% -hélix és 4% 310-hélix összegeként 
4% hélix, 42% -lemez, 28% kanyar (turn) és 27% egyéb, rendezetlen frakció. A P(7) propeller 
távoli UV CD-spektruma (3.4 ábra) kiértékelésnél használt módszerek minimális hélix-hányadot, 
emellett számottev  -szerkezetet számoltak, amely megfelel a propeller all- -szerkezetének (3.4 
tábl.). Igaz, hogy mindegyik módszer alábecsülte a -hányadot, de ez nem meglep , hiszen a 
propellerben el forduló -szálak között vannak meglehet sen rövidek is, amelyek nem járulnak 
hozzá a CD-jelhez. A CD-spektrumból számított értékek jó egyezése a PDB alapján nyert 
adatokkal azt sugallja, hogy a propeller domén a peptidáz doménnel kialakított kapcsolatok 
hiányában is a POP enzimben felvetthez hasonló szerkezetet vesz fel. A csonkított 
propellervariánsok is meglehet sen hasonló spektrumot adtak, ami azt jelzi, hogy szintén 
propellerszer  szerkezettel rendelkezhetnek. 























3.4 ábra A propellerek távoli UV tartományban felvett CD-spektruma. Piros: P(7), kék: 
P(6+His), zöld P(6’), fekete: POP. A spektrumok alapján számított másodlagos szerkezeti 
elemek a 3.4 táblázatban találhatók. 
 
A 3.4 ábrán összehasonlításképpen látható még a POP spektruma is, amely természetesen 




3.4 táblázat A propellerek és a POP másodlagos szerkezete 1 
Fehérje Módszer Hélix -lemez Kanyar Rendezetlen 
P(7) DSSP (PDB) 0,037 0,416 0,278 0,270
 CDSSTR -0,020 0,235 0,254 0,507 
 CONTINLL 0,037 0,364 0,222 0,377 
 SELCON3 0,000 0,254 0,252 0,483 
P(6+His) CDSSTR -0,014 0,255 0,253 0,481 
 CONTINLL 0,026 0,337 0,234 0,403 
 SELCON3 -0,009 0,268 0,250 0,468 
P(6’) CDSSTR -0,015 0,256 0,253 0,480 
 CONTINLL 0,031 0,341 0,226 0,403 
 SELCON3 -0,003 0,329 0,221 0,444 
POP DSSP (PDB) 0,224 0,292 0,224 0,261 
 CDSSTR 0,109 0,317 0,232 0,340 
 CONTINLL 0,161 0,305 0,218 0,317 
 SELCON3 0,162 0,324 0,218 0,312 
1 A szerkezeti hányadok megadása a 2.11 fejezetben leírtak szerint történt. 
 
A propeller harmadlagos szerkezetének vizsgálatára rendelkezésünkre állt egy specifikus 
módszer, mely azon alapul, hogy a POP tripszines limitált proteolízise során csupán egyetlen 
helyen történik hasítás: a propeller harmadik lapátjához tartozó hosszú kanyaron, a Lys196 és a 
Ser197 között (Polgar and Patthy 1992). Amennyiben a propeller hasonlóan emészt dik, 
valószín , hogy az enzimben felvetthez hasonló a szerkezete, hiszen még számos bázikus 
aminosavat tartalmaz, amelynél egy másfajta, lazább szerkezet esetén a tripszin képes lenne 
hasítani. A P(7) propeller SDS-PAGE emésztési képe két hasítási termék jelenlétét mutatta, 16 
ill. 27,5 kDa tömegnél, melyek megfelelnek a Lys196-Ser197 kötésen történ  hasítás esetén 
várható fragmensek tömegének (14,5 ill. 26,6 kDa). A kísérlet alapján a szabad propeller 
szerkezete megfelel a peptidáz doménhez kapcsolódó propellerének. A P(6) variánsok is 
ugyanazon egyetlen kötés mentén emészt dtek, amit a P(6+His) esetében a termékek 
szekvenálásával is meger sítettünk: a kapott két szekvencia megfelelt az N-terminálisnak ill. a 
hasított kanyar Ser197-tel kezd d  részének (SYYHHH ill. SDGTET). Ez alátámasztja a 
propellerszerkezet meglétét a csonka variánsokban is. 
Mindezek az eredmények azt mutatják, hogy a nyitott propellerek önmagukban is 
életképes szerkezeti elemek. 
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A propeller domén stabilabb, mint a teljes POP enzim 
Az önálló propeller domén stabilitásának jellemzésével egy stabilabb/lazább, 
merevebb/flexibilisebb enzimbeli propeller valószín síthet  - a propelleren keresztüli 
szubsztrátbejutás egy kevéssé merev propeller domént feltételez. 
pH-stabilitás A pH hatását a fehérjék bels  fluoreszcenciájában bekövetkez  változás 
követésével határoztuk meg. Ez a meghatározás azon alapul, hogy a natív fehérjének az 
eltemetett triptofánok révén általában jóval nagyobb a fluoreszcenciája, mint a denaturált 
fehérjének, ahol a triptofánok víznek kitettek. A különböz  propellerekre kapott profilok 
meglehet sen hasonlóak voltak (3.5 ábra), és közös jellemz jük volt, hogy a fluoreszcencia a 
pH<5 tartományban a natív szerkezetnek megfelel  (semleges körüli pH-kon jelentkez ) 
értéknek még több mint a fele volt. Ez egy olyan, még nem teljesen kitekeredett szerkezetet 
jelez, amelyben a triptofánok jelent s része eltemetett marad (b vebben lásd: Ref. 4). Ezzel 
szemben a lúgos pH-tartományban az alacsony fluoreszcencia-értékek sokkal kitekeredettebb 
szerkezetre utalnak. A P(7) propellerre kapott profil hasonlónak bizonyult a POP enzimre 
mérthez is (Polgar 1995), de szélesebb annál. További különbség, hogy az alacsonyabb pH-
tartományban mérhet  fluoreszcenciának a semleges pH-n mérhet höz viszonyított relatív értéke 
a propellereknél nagyobb, mint a POP enzimnél. Mindezek alapján úgy t nik, hogy az enzimet 
jellemz  pH-stabilitás profil kialakításában a propeller domén hozzájárulása meghatározó lehet, 
ugyanakkor az is látszik, hogy az önálló propeller pH-stabilitása nagyobb, mint az enzimé. 
 
pH





















H stabilitás. A POP DSC-görbéjén két csúcs (Tm1=44,6 ºC ill. Tm2=52,8 ºC) jelentkezik 
(3.6 ábra, 3.5 tábl.). A P(7) propeller h denaturációja egy Tm-értékkel jellemezhet , mely 
magasabb a POP Tm2-értékénél is. Ugyan még nem tisztázott, hogy a POP esetében jelentkez  
csúcsok milyen átalakulásnak felelnek meg, de a DSC-görbék alapján elmondható, hogy az 
önálló propeller stabilabb, mint az enzim egésze, így stabilabb az enzimbeli propellernél is. 
Valamennyi P(6) variáns DSC-görbéjén egy csúcs jelentkezett, közel azonos olvadáspontot 
(~48-50 ºC) szolgáltatva, azt jelezve, hogy a dimerizáció és a toldalékok nem befolyásolták 
jelent sen a h stabilitást. A több mint 10 ºC-kal magasabb Tm-értékek jól mutatják, hogy a P(7) 
propeller jóval stabilabb, mint a mesterséges 6-lemezes propellerek, ami egyáltalán nem 
meglep . 




















3.6 ábra A propellerek és a POP h stabilitása. Piros: P(7), kék: P(6), zöld: POP. 
 
3.5 táblázat A propellerek tulajdonságai 
Propeller Mw (Da)
a Molekula k (min-1)b Tm (°C) 
P(7) 41078 Monomer 0,31 59,6 
P(6) 35482 Dimer nincs mérve 49,7 
P(6+His) 38592 Monomer 11,3 c 47,6 
P(6’) 36477 Dimer 10,7 (0,82) 48,5 
P(6’+His) 39573 Monomer 1,80 48,7 
POP 80770 Monomer 20,9 (0,65) 44,6, 52,8 
a N-terminális metionin nélkül; b 6 M ureában mért denaturáció sebességi 
állandója. Azoknál a reakcióknál, amelyek két fázisban mentek végbe, a 
lassúbbhoz tartozók zárójelben van megadva; c Elhanyagolható második fázis 
volt észlelhet  az els rend  reakció után 
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Stabilitás kémiai denaturánsokkal szemben A denaturánsok okozta konformációváltozás 
vizsgálata során a fehérje bels  fluoreszcenciájában bekövetkez  változást mértük (3.7 ábra). 
Megintcsak azt állapíthattuk meg, hogy a P(7) propeller stabilitása nagyobb, mint a POP 
egészének a stabilitása: míg a P(7) propeller denaturációjához 6M ureakoncentrációra volt 
szükség és 4M urea jelenlétében még meg rizte natív szerkezetét, addig a POP már 4M ureában 
teljesen denaturálódott. Meghatároztuk a denaturáció sebességi állandóját is 6M urea 
jelenlétében. A monomer propellerek denaturációja els rend  kinetika szerint történt, míg a 
dimer propellerek és a POP denaturációjában is két fázis volt megfigyelhet . A denaturáció 
sebességi állandóit tekintve a P(7) propellerhez képest a többi propeller és a POP denaturációja 
több mint egy nagyságrenddel gyorsabban ment végbe (3.5 tábl.). 
Azt is megnéztük, hogy a denaturáció reverzibilis-e. Azt találtuk, hogy mind a P(7), mind 
a P(6’) ureában ill. guanidinben történ  denaturáció után is könnyedén felveszi natív szerkezetét, 
amennyiben denaturálószert nem tartalmazó pufferba hígítjuk. A szerkezeti változásokat 
fluoreszcencia spektrumok felvételével követtük. Azt láttuk, hogy a natív szerkezetnek megfelel  
fluoreszcencia ~90%-a már a kihígítást követ  10 másodpercen belül visszatér, és 5 perc 
elteltével teljesnek tekinthet  a refolding. A visszanyert natív szerkezet jelenlétét egyrészt a 
közeli UV-tartományban felvett CD-spektrumok, másrészt a gélkromatográfiás elúciós id k is 
igazolták. Ezzel szemben a POP esetén teljes renaturációt nem tudtunk elérni. Különböz  
renaturálási körülményeket választva is csak az aktivitás igen lassú, részleges (egy éjszaka alatt 
~30%-os) visszanyerését tudtuk megvalósítani. 
Mivel a propellerek denaturációja reverzibilisnek mutatkozott, lehet ség nyílt a fehérje 
konformációs stabilitását jellemz  G0 meghatározására is a denaturációs görbék alapján (3.7 
ábra). A P(7) propeller P(6) variánsokhoz viszonyított stabilitása a számított G0-értékek alapján 
3-3,5-szer nagyobb (3.6 tábl.). A P(7) propellerre kapott érték, 44,1 kJ/mol, egy átlagos 
fehérjének megfelel  érték. 
A konformációs stabilitásra kapott magas érték, összhangban a propeller domén 
kísérleteink során mutatott nagyfokú stabilitásával egy inkább merev, semmint flexibilis domén 


















3.7 ábra és 3.6 táblázat A propellerek egyensúlyi denaturációja ureában. A pontokat a 
2.10 egyenlethez (2.13 fejezet) illesztettük. Piros görbe: P(7), kék: P(6+His), zöld P(6’). 
 
Propeller ΔG0 (kJ/mol) m (kJ/mol×M) 
P(7) 44,1 ± 3,8 9,03 ± 0,77 
P(6+His) 12,5 ± 0,6 3,14 ± 0,15 
P(6’) 14,6 ± 2,2 4,55 ± 0,65 
 
 
3.5.3 A POP flexibilitását feltérképez  számítások 
 
Mivel a POP esetében a szubsztrát bejutásához szükség van az enzim szerkezetében 
bekövetkez  változásra, ami várhatóan a nagyobb konformációs változásokra képes, 
legmozgékonyabb enzimrészek elmozdulása révén valósulhat meg, ezért flexibilitásra, 
molekulán belüli részek mozgására irányuló in silico módszereket is segítségül hívtuk az aktív 
helyhez vezet  útvonal felderítése céljából. (A számítások ezen eredményeit, mivel együtt-
m köd  partnereink által végzett munka, csak nagyobb vonalakban, a leglényegesebbeket 
kiemelve tárgyaljuk. B vebben: Ref. 5) 
Az enzim merev klasztereit és mozgékony részleteit feltáró számítások két nagy merev 
régiót azonosítottak: az egyik a peptidáz domén központi része, míg a másik magába foglalja a 
propeller domén -lemezeit. A propeller lapátjaival kapcsolatban további számítások azt 
mutatták, hogy az 1. és 7. lemez egymással csatoltan mozog, ami valószín tlenné teszi köztük a 
kinyílást. A propelleren belüli mozgások egy a propeller tengelyére mer leges kinyíló-csukódó 
Urea ( M )





































mozgást jeleztek, míg a propeller tágulására, így kinyílására utaló mozgás nem látszott. Mindez a 
propelleren keresztüli szubsztrátbejutás ellen szól. 
Mozgékonynak bizonyultak a propeller lemezeit összeköt  nagyobb hurkok, valamint a 
két domént összeköt  ún. csukló-régió (424-432 aminosavak). A legnagyobb flexibilis részletnek 
az a hurok (192-205 aminosavak) adódott, amely a csukló-régióval szemben, a propeller túlsó 
oldalán helyezkedik el; ezzel szomszédos egy másik mozgékony hurok (578-594 aminosavak), 
amely a peptidáz doménhez tartozik és az aktív helyet mintegy betakarja. Ezen utóbbi két hurok 
mozgékonysága azt sugallja, hogy a szubsztrát bejutása a két domén között történhet. 
A molekuladinamikai szimulációban a kristályszerkezetben látotthoz képest jelent sen 
megnövekedett mozgékonyságot az enzim N-terminális része (kb. a 10-40 aminosavak) mutatott. 
Emellett ennek a résznek a mozgása anti-korrelációban van a propeller 3. és 4. lemezének, a két 
domént összeköt  (425-437 aminosavak alkotta) egyik szálnak és két olyan szegmensnek a 
mozgásával, melyek a katalitikus szerint ill. aszparaginsavat tartalmazzák. Ez az anti-korreláció 
megfelel a molekula olyan kinyíló-csukódó mozgásának, melyben a katalitikus triád is érintett. 
A számítások nyomán egy olyan, az enzim egészére kiterjed  mozgás képe is 
kirajzolódott, melyben a két domén együtt, de egymással ellentétes irányba mozog, a molekula 
tengelyére mer legesen. Ebben a mozgásban - kiemelked  mozgékonysága folytán - az N-
terminális rész részvétele a legjelent sebb; ez utóbbi szegmens fel-le (kinyíló-csukódó) mozgása 
a két domén csavarodó mozgásával jár együtt, ami megkönnyítheti a domének egymástól való 
eltávolodását, ezzel a szubsztrát bejutását. 
A számítások szerint a szubsztrát számára lehetséges egyetlen bejutási útvonal egy kisebb 
csatorna ill. üreg a két domén között, melynek kialakításában az enzim legnagyobb flexibilitású 
részeiként is azonosított régiók vesznek részt: a peptidáz domén N-terminális részének 10-40 
aminosavak alkotta szakasza, ill. az a propeller doménhez tartozó (192Gln-205Asn) hurok, 







3.8 ábra Az oldószer és az aktív hely között közvetít  kis üreg a két domén között. Maga 
az üreg fehér, a felszínt kirajzoló ábrázolásban, a szövegben is említésre kerül  fontos 
enzimrészek (az N-terminális régió, a 192-205 hurok, és a két domént összeköt  (linker) régió) 
lilás-rózsaszínnel jelölve láthatók. Az üreg kialakításában résztvev  aminosavak: az N-terminális 
részb l: 31-35, 40, 43, a propeller hidrofil hurokjából: 196, 200-202, és a C-terminális peptidáz 
doménb l: 637-641, 645-647, 650, 674. Az aktív hely (pirossal, térkitölt  modellel megjelenítve) 
látszik az üregen át. 
 
3.5.4  A számításokkal azonosított szubsztrátbejárat kísérletes vizsgálata 
 
Az N-terminális rész vizsgálata 
Láttuk, hogy a számításokkal jósolt szubsztrátbejárat egyik oldalát a fehérje N-
terminálisának egy része szolgáltatja. Ezen régió kísérletes vizsgálatához (Ref. 7). elkészítettük a 
sertés POP N-terminálison csonkított változatát, mely a POP-nál 71 aminosavval rövidebb. 
Emlékeztet ül, a POP peptidáz doménje az 1-72 és 473-710 aminosavakból épül fel, az N-
terminális rész két antiparallel -szálat valamint két hosszú hélixet tartalmaz, és számos 
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kölcsönhatást alakít ki a C-terminális résszel. Sajnos a 71 csonkított fehérjéb l nem tudtunk 
szolubilis formát nyerni. Ezért elkészítettünk egy kevésbé rövidített ( 55) változatot is, mely a 
második ( 2) hélixet még tartalmazza, így még képes kölcsönhatásokat kialakítani a C-terminális 
peptidáz résszel. Többféle expressziós körülményt kipróbáltunk (JM105 és BL21 törzs, 
különböz  h mérséklet és IPTG-koncentráció), de ez a változat is f ként inklúziós testeket 
képezett, azonban kevés szolubilis fehérjét sikerült kinyernünk. Mindazonáltal a tisztított 
fehérjér l gélkromatográfiával kiderült, hogy aggregátum, így nem meglep , hogy aktivitást a 
legérzékenyebb szubsztráttal szemben sem mutatott. Az aggregáció és az inklúziós testek 
kialakulásának hátterében az állhat, hogy az N-terminális rész eltávolítása nyomán az eredetileg 
eltemetett hidrofób részek felszínére kerülése el segíti a molekulák összetapadását, és/vagy az 
N-terminális rész hiányában a fehérje feltekeredése szenved kárt, és a rosszul feltekeredett 
fehérjék csapódnak össze. 
A sertés POP csonka változatainak sikertelensége után megkíséreltük az N-terminális 
rész tanulmányozását a Pfu POP esetében is. Azért választottuk ezt az enzimet, mert azt 
reméltük, hogy a stabil termofil enzim kompakt szerkezete talán jobban elviseli a csonkítást. A 
várakozásnak megfelel en sikerült elkészítenünk és szolubilis formában preparálnunk a 32 
variánst. Sajnos a Pfu POP-ról nem áll rendelkezésre kristályszerkezet, de a sertés POP-al való 
szekvencia-hasonlóság alapján az eltávolított részlettel a csonka variánsból hiányoznak a 8-12, 
16, 17 és 20 aminosavak, amelyek megfelelnek a sertés POP esetén a bejárati üreget alkotó 31-
35, 39, 40 és 43 aminosavaknak (3.8 ábra), viszont még tartalmazza a szerkezetet stabilizáló 2 
hélixet (lásd el z  bekezdés). A 32-változat megfelel  feltekeredettségét igazolták a natív 
enziméhez hasonló CD-spektrumok. A variáns aktivitása kevéssel maradt csak el a vad 
enzimét l, de h mérsékletoptimuma 20 ºC-kal csökkent. 
Amennyiben az N-terminális rész a szubsztrátbejárat része, hiányában a szubsztrátok 
könnyebben juthatnak be az aktív helyre. Ezt az aktivitás növekedése és a sebességmeghatározó 
lépés megváltozása jelezheti. Megvizsgáltuk az enzimek olyan kis szubsztrátokkal mért 
specifitási állandóinak (kcat/Km) értékét, melyek csak távozó csoportjukban különböznek. A 
másodrend  acilációs állandó kcat/Km ugyanis magába foglalja mind a szubsztrát köt dését, mind 
az acilációt; értéke akkor függ er sen a távozó csoport min ségét l, ha kémiai lépés a 
sebességmeghatározó, míg a távozó csoport hatása nem jelent s, ha fizikai lépés, pl. 
konformációváltozás, a szubsztrát köt dése a sebességmeghatározó. A különböz  
szubsztrátokkal mért sebességi állandók mindkét enzim esetében egy nagyságrenden belül 
azonosak voltak (3.7 tábl.), ami arra mutatott, hogy a kémiai reaktivitásban lév  különbség a 
sebességmeghatározó lépésben nem mutatkozik meg. Emellett a mért aktivitások a két enzim 
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esetében ugyanazt a trendet követték: az észterszubsztrátokkal kétszer-háromszor magasabb 
értékek adódtak, mint az amidszubsztrátokkal. A h mérsékletoptimumon mért értékek a vad 
enzim esetében csak kb. 3-szor magasabbak, mint a csonka enzim értékei (de még kisebb a 
különbség, ha az azonos h mérsékleten mért aktivitásokat vetjük egybe). Ezek az eredmények 
azt jelzik, hogy az N-terminális rész hiányában nem változik meg a sebességmeghatározó lépés, 
ami mindkét enzim esetében inkább fizikai, semmint kémiai lépés, feltehet en a szubsztrát 
köt dése. 
 




Pfu POP 32 Pfu POP 
Z-Gly-Pro-Nap 2,00 0,69 
Z-Gly-Pro-Nan 1,02 0,31 
Z-Gly-Pro-ONp 3,94 1,66 
Z-Gly-Pro-SBzl 4,09 1,53 
Abz-Gly-Phe-Gly-Pro-Phe-Gly-Phe(NO2)-Ala 1,58 0,58 
* Az értékek az enzimek optimális h mérsékletén lettek meghatározva (75 ill. 55 ºC-on) 
 
Az is lehetséges, hogy a bejáratnál elhelyezked  aminosavak hiánya inkább a nagyobb 
méret  szubsztrátok bejutására van hatással. A távozó csoport hatásának vizsgálatánál használt 
rövid szubsztrátokhoz képest lényegesen hosszabb oktapeptidet (3.7 tábl.) a csonka enzim a 
rövid szubsztrátoknál látottakhoz hasonlóan, mintegy 3-szor kisebb hatékonysággal hasította, 
mint a vad enzim. Megnéztük azt is, hogy a csonka enzim képes-e hasítani azokazeint. A natív 
Pfu POP-ról láttuk (lásd 3.4 fejezet), hogy gyakorlatilag nem hasítja ezt a fehérje szubsztrátot, 
csupán nyomnyi aktivitás mérhet . A csonka enzim esetében nem tapasztaltunk 3 órás 
inkubációs id  után sem hasítási termék megjelenését. Úgy t nik, hogy az N-terminálisán 
rövidebb enzim az alkalmazott szubsztrát méretét l függetlenül rendelkezik a natívnál 
valamelyest kisebb aktivitással. 
Ismert, hogy vannak olyan proteázok, amelyeknél a specifitási állandó h mérséklet-
függése Arrhenius-ábrázolásban (ln kcat/Km vs. 1/T) nem egyenest ad, hanem az enzim 
h denaturációjánál alacsonyabb h mérsékleteken elhajlik. Ennek az lehet az oka, hogy a 
specifitási állandót meghatározó egyedi sebességi állandók h mérsékletfüggésének 
különböz sége folytán azok hozzájárulása a komplex sebességi állandóhoz a h mérséklettel 
változik (lásd még: 2.6 fejezet). A Pfu POP specifitási állandójának h mérsékletfüggése (3.9 
 53 
ábra) azt mutatta, hogy ennek a proteáznak a m ködésére is igazak az elmondottak. Az 
Arrhenius-ábrázolásból meghatározható az enzim-szubsztrát komplex képz déséhez tartozó 
sebességi állandó (k1), a kötött szubsztrát termékké való alakulásának (k2) ill. disszociációjának 
(k-1) aránya (k2/k-1), valamint a hozzájuk tartozó aktiválási energiák (E1 ill. E2-E-1). Mivel a 
csonka enzim 60 ºC felett szerkezetváltozást szenved (lásd kés bb), az illesztés során a 60 ºC 
















3.9 ábra A vad típusú () és a csonka Pfu POP ( ) h mérsékletfüggése. A 2.7 egyenlet 
alapján illesztett görbék pirossal ill. zölddel jelölve. A fekete egyenesek k1 számított értékét 
mutatják. 
 
3.8 táblázat A vad típusú és a csonka Pfu POP kinetikai aktiválási paraméterei 
 Pfu POP 32 
E1 (kJ/mol)  118 ± 5 114 ± 6 
E-1 - E2 (kJ/mol) 135 ± 4 139 ± 13 
k2/k-1 25ºC 107 ± 23 62 ± 46 
k2/k-1 55ºC  0,8 ± 0,2 0,4 ± 0,1 
k2/k-1 75ºC  0,04 ± 0,01 denaturálódott 
k1 (μM
-1s-1) 25ºC 0,046 ± 0,003 0,039 ± 0,002 
k1 (μM
-1s-1) 55ºC 3,6 ± 0,5 2,6 ± 0,6 
k1 (μM
-1s-1) 75ºC 44 ± 11 denaturálódott 
 
Az E1 és E-1-E2 aktiválási energiák az illesztésb l kis hibával és a két enzimre közel 
azonosnak adódtak (3.8 tábl.). A k2/k-1 arány is hasonló tendencia szerint változott a 
h mérséklettel. A k1értékek közötti különbség még kisebbnek adódott, mint a korábban a kcat/Km 
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értékek között tapasztalt különbség. A hasonló kinetikai és aktiválási értékek azt jelzik, hogy az  
N-terminális résznek nincs jelent s befolyása a katalízisre, a szubsztrát bejutására. 
A kcat/Km h mérsékletfüggése megmutatta, hogy a csonka enzim h mérsékletoptimuma 
jóval alacsonyabb, mint a vad enzimé. Mivel ennek hátterében a csonka enzim kisebb stabilitása 
is állhat, összevetettük a két enzim h stabilitását. 
A vad és csonka Pfu POP pH-optimumon (pH=7-nél) meghatározott DSC-görbéin - a 
sertés POP-nál megszokotthoz hasonlóan - két csúcsot láthatunk. A két csúcs a csonka enzim 
esetében azonban ~30 ill. 20 °C-kal alacsonyabb h mérsékleten jelentkezik (3.9 tábl.). A csonka 
enzim els  csúcsa ~60 °C-nál indul, az enzim aktivitása is ezen a h mérsékleten kezd rohamosan 
csökkenni (a 3.9 ábrán: ahol a pontok eltérnek az illesztett görbét l). Ez azt jelzi, hogy az 
aktivitás csökkenésének oka a szerkezetben bekövetkez  változás. Ez a konformációváltozás 
reverzibilis, amit bizonyított az, hogy a kis csúcsnál magasabb, de a második csúcsnál 
alacsonyabb h mérsékletre f tve, majd a kis csúcsnál alacsonyabb h mérsékletre h tve, végül a 
mintát újra felf tve, a kis csúcs változatlan intenzitással jelentkezett a második felf tés során is. 
A második csúcsnál magasabb h mérsékletre f tés okozza a fehérje irreverzibilis denaturációját. 
Ez abból látszik, hogy újbóli felf tés esetén nem jelentkezik a csúcs, valamint, hogy a csúcs 
helyzete függ a felf tés sebességét l (3.9 tábl.). CD-spektrumok azt is megmutatták, hogy a Tm1 
csúccsal összefügg  szerkezetváltozás nyomán a csonka fehérjére alacsonyabb h mérsékleteken 
jellemz  harmadlagos szerkezet felbomlik, miközben a másodlagos szerkezeti elemek nagy része 
továbbra is jelen van. Ezen eredmények alapján feltételezhet , hogy a csonka fehérje esetében a 
h  hatására végbemen  kitekeredés egy részlegesen kitekeredett szerkezettel rendelkez  köztes 
állapoton keresztül történik (b vebben: Ref. 7). 
 
3.9 táblázat A vad típusú és a csonka Pfu POP h stabilitása 






Pfu POP 8,4 60 91,7 109,5 
 8,4 30 91,4 108,7 
 8,4 15 91,5 107,0 
 7,0 60 101,7 114,7 
32 Pfu POP 7,0 60 71,2 95,3 
 
A csonka enzimnek a vad típuséhoz képest jelent sen csökkent stabilitása arra utal, hogy 
a Pfu POP esetében az N-terminális rész fontos szerepet játszik a stabil fehérjeszerkezet 
kialakításában. 
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A bejáratnál elhelyezked  flexibilis hurok vizsgálata 
A számítások szerint a szubsztrát bejutása szempontjából érdekelt másik rész a 192-205 
aminosavak alkotta, kizárólag hidrofil oldalláncokat tartalmazó hosszú, mozgékony hurok. A 
kristályszerkezetben a Lys196 és az üreg túlsó oldalán található Asp35 között sóhíd azonosítható 
(Fulop, Bocskei et al. 1998), ami látszólag eltorlaszolja a szubsztrátbejáratot. A sókötés 
molekuladinamikai számítások szerint oldatban felszakad. A kapcsolat hiányában a hurok a 
hidrofil oldalláncok révén könnyen kimozdulhat az enzimet határoló hidrátburok felé, ezáltal az 
üreg bejárata szabadabbá, maga az üreg nagyobbá válhat. Láttuk, hogy a tripszines limitált 
proteolízis során csak egyetlen helyen történik hasítás, pontosan a Lys196 után, ami bizonyítja, 
hogy a sóhíd valóban felszakad és a kanyar kimozdul, hiszen csak így lehetséges a Lys 
beköt dése a tripszin megfelel  zsebébe. Amennyiben ez a kanyar a bejáratnál helyezkedik el, 
valószín leg van hatása az aktivitásra, a szubsztrát köt désére. Ezt vizsgáltuk a Lys196-Ser197 
kötés hasításával el állított enzimvariánssal. 
A hasított enzim Z-Gly-Pro-Nap szubsztráttal mért specifitási állandójának pH-függése 
jelent sen eltér a vad típusú enzimét l: a ~pH=8 maximummal rendelkez  kett s haranggörbe 
helyett csaknem egyszer  haranggörbe mérhet , melynek maximuma is eltolódott pH~7-re (3.10 
ábra). A hasítás a két enzimforma aktivitását láthatólan ellentétes irányba befolyásolta: az 
alacsony pH-formáét jelent sen növelte, míg a magas pH-formáét valamelyest csökkentette. A 
jelent s aktivitásnövekedés támogatja a feltevést, hogy a hurok hasítása a szubsztrát könnyebb 





3.10 ábra és 3.10 táblázat A natív és a hasított POP pH-függése Z-Gly-Pro-Nap 
szubsztráttal. Kék: natív enzim (Szeltner, Renner et al. 2000); piros: hasított enzim. 







pK1 4,88 5,98±0,07 
pK2 7,47 7,49±0,23 
pK3 9,16 8,87±0,62 
pH
















Megvizsgáltuk, hogy a hasítás hatása megmutatkozik-e az egyes sebességi állandókban 
ill. az azokhoz tartozó aktiválási energiákban, els sorban a szubsztrát köt déséhez tartozó 
paraméterekben. A kcat/Km h mérsékletfüggésének segítségével k1 és k2/k-1 ill. E1 és E-1-E2 
meghatározható, amennyiben a proteázra jellemz  a korábban a csonka Pfu POP kapcsán is 
látott, az egyenest l elhajló Arrhenius-ábrázolás. Az ismertetett modell alkalmazhatónak 
bizonyult a sertés POP-ra is, de még inkább a hasított enzimre. DSC-görbék és el inkubálás után 
mért aktivitásértékek megmutatták, hogy mindkét enzim esetén h denaturációval 40 ºC felett 




3.11 ábra A vad típusú ()és a hasított ( ) POP h mérsékletfüggése. A 2.9 egyenlet 
alapján illesztett görbék pirossal ill. zölddel jelölve. A fekete egyenesek k1 számított értékét 
mutatják. 
 
3.11 táblázat A vad típusú és a hasított POP kinetikai aktiválási paraméterei 
Paraméter 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C 35 °C 
  Vad típus     
k1 (μM
-1s-1) 1,70±0,02 2,68±0,03 4,17±0,06 6,37±0,13 9,65±0,22 
k2/k-1 19690±27700 2590±2744 380±316 58±31 9±3 
E1 (kJ/mol) 64±1 64±1 64±1 64±1 64±1 
E-1 - E2 282±43 282±43 282±43 281±43 282±43
  Hasított enzim      
k1 (μM
-1s-1) 5,98±0,50 9,73±1,2 15,6±2,4 24,5±4,8 38,3±9,0 
k2/k-1 8,8±5,9 4,4±2,6 2,1±1,0 1,2±0,5 0,6±0,2
E1 (kJ/mol) 68±6 68±5 68±5 68±5 68±5 
E-1 - E2 98±11 98±11 98±11 98±11 98±11 
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Az Arrhenius-ábrázolás a natív enzim esetén csak 35 ºC felett mutat lehajlást, 30 ºC alatt 
egyenest ad (3.11 ábra). A rövid elhajló szakasz k2/k-1 pontos meghatározását nem teszi lehet vé, 
viszont a hosszú egyenes szakaszból a szubsztrát köt déséhez tartozó paraméterek, k1 és E1 
értéke egészen kis hibával adódnak (3.11 tábl.). Az is megállapítható, hogy a 30 ºC alatti 
tartományban kcat/Km gyakorlatilag megfelel k1-nek. A natív enzimmel ellentétben a hasított 
variáns görbéje már jóval alacsonyabb h mérsékleten eltér az egyenest l. Az egész vizsgált 
h mérséklettartományban k2~k-1, a hasított enzim esetében a szubsztrát köt dése (k1), az aciláció 
(k2), valamint a szubsztrát disszociációja (k-1) együtt alakítják ki kcat/Km értékét. 
A szubsztrát köt déséhez tartozó aktiválási energiák (E1) között nincs nagy különbség 
(3.11 tábl.). Mivel az aktiválási energia az aktiválási entalpiával analóg mennyiség, a hasított 
enzimre mért magasabb k1 az entrópiatagnak köszönhet en lehet nagyobb. Ha a számított k1 
értékekb l az Eyring-ábrázolás felhasználásával meghatározzuk a szubsztrát köt déséhez tartozó 
aktiválási entalpia (ΔH*) és entrópia ( S*) értékét (3.12 tábl.), valóban azt találjuk, hogy S* 
értékében látható a nagyobb eltérés a két enzim között. A hasított enzimre számított ~30%-kal 
nagyobb aktiválási entrópia arra mutat, hogy valóban a kanyar megváltozott mozgékonysága 
lehet felel s a katalízisben látott változásokért. 
 
3.12 táblázat A vad típusú és a hasított POP termodinamikai paraméterei 
 
Enzim ΔH* (kJ/mol) ΔS* (kJ/mol K) ΔG* (kJ/mol) 
Vad típus 61,6 88,4 35,2 
Hasítottt enzim 66,0 114,2 32,0 
 
 
3.5.5 A szubsztrátbejárat-szubsztrátszelekció problémakörben kapott eredmények 
összefoglalása és általános megbeszélése 
 
A szerin-oligopeptidázok általi szubsztrátválogatás mechanizmusának megismerésére 
tettünk er feszítéseket. Számos oldalról megközelítettük a kérdést. El ször megvizsgáltuk, hogy 
a propeller doménen belül a lapátok diszulfidhíddal való összekötése milyen hatással van a sertés 
POP aktivitására, majd azt, hogy a két domén összekötése hogyan hat az enzimaktivitásra és a 
szubsztrát köt désére. Ezután az önálló propeller domén vizsgálatával próbáltuk megválaszolni, 
hogy mennyire valószín  a propeller kinyílása. A továbbiakban in silico módszerekkel kerestük a 
lehetséges szubsztrátbejáratot, majd a számításokkal valószín sített bejárat kísérletes igazolására 
vállalkoztunk. 
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A propelleren belül, annak a proteáz doméntól távolabbi végére, az 1. és 7. lapát közé 
tervezett diszulfidhíd kialakítása nem járt sikerrel. Szintén a propelleren belül, annak a proteáz 
doménhez közelebbi végén a tervezett diszulfidhíd kialakult, ami az aktivitás csökkenésével járt. 
A két domén közé kialakított diszulfidhíd alakult ki a legkönnyebben. A doménzárás 
megakadályozta egy oktapeptid szubsztrát köt dését, így okozta az enzim inaktiválódását. Ezek 
az eredmények azt mutatják, hogy a szubsztrát aktív helyre jutásához szükséges a propeller 
lapátjainak egymáshoz képesti flexibilitása, és ugyancsak szükség van a két domén bizonyos 
mérték  eltávolodására is. Ez egy olyan mechanizmust feltételez, amelyben a szubsztrát bejutása 
a propeller lapátjainak és a két doménnek az együttes elmozdulását igényli. 
A propeller domén és variánsai vizsgálatával megállapítottuk, hogy a velcro-val nem 
záródó, nyitott propellerek önmagukban is stabilak, ami a POP propellerének 1. és 7. lapátja 
között fellelhet  számos kölcsönhatást figyelembe véve nem is igazán meglep . Emellett az is 
nyilvánvalóvá vált, hogy a propellerszerkezet kialakulása nem köthet  nagyon szigorú 
feltételekhez: ezt alátámasztja egyrészr l az, hogy a prolil-oligopeptidáz családban a propellert 
felépít  aminosavak sokkal variábilisabbak, mint a peptidáz doménben el fordulók, másrészr l 
az, hogy a POP hétlapátos propelleréb l egyszer en egy lapát elvonásával el állított mesterséges 
propeller is életképesnek bizonyult. 
A sertés POP propellerével elvégzett kísérleteink szerint az önálló propeller stabil, inkább 
merev struktúra, melyet az enzimben a proteáz doménnel való kapcsolódása labilizál, ami a 
domének katalízishez szükséges együttes mozgását segítheti el . Úgy t nik, hogy az enzimben 
egy kevésbé stabil propeller a katalízis szempontjából érdekelt. Ez összhangban van a 
diszulfidképz  kísérleteink során tapasztaltakkal is: az aktivitáshoz szükség van a propelleren 
belüli flexibilitásra is. 
Az enzim flexibilitására irányuló számítások is arra mutattak, hogy a propeller domén 
merev, kinyílása nem valószín . Ehelyett az enzim legflexibisebb régióját azonosították a 
szubsztrát számára egyedül lehetséges bejáratként. Ez a régió egy kisebb üreg a két domén 
határán, melyet egyrészt a fehérje N-terminálisának egy része alakít ki, másrészt az a propeller 
doménhez tartozó nagy, mozgékony hurok, mely az enzim tripszines limitált proteolízise során 
egyedül hasad. Az említett módszerrel hasított enzimnek a szubsztrát bejutásával összefügg  
kinetikai és termodinamikai paraméterei lényegesen eltértek a natív enzim megfelel  
paramétereit l, ami arra utalt, hogy a kérdéses huroknak van befolyása a szubsztrát köt désére. 
A hasított enzimmel mért magasabb specifitási állandó is arra utal, hogy a hurok feltehet en a 
szubsztrát bejutási útvonalában helyezkedik el. Az N-terminális rész szubsztrátbejutásban 
játszott szerepét a sertés POP esetén kísérletesen nem tudtuk tanulmányozni, mert ennek a 
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résznek a hiányában az enzim nem nyerhet  ki szolubilis monomer formában. Az N-terminálisán 
csonkított Pfu POP enzimmel végrehajtott mérések viszont azt mutatták, hogy az N-terminális 
rész hiányában az aktivitás, a kinetikai és aktiválási paraméterek csak csekély mértékben 
változtak. Vizsgálataink szerint ez az enzimrész inkább a termofil fehérje megfelel  
szerkezetének stabilizálásában játszik szerepet. 
A számítások azt is jelezték, hogy a szubsztrát aktív helyre való bejutása egyfajta az 
egész enzimre kiterjed  lélegz  mozgást igényel, melyben a propelleren belül a lapátok 
csavarodó mozgást végeznek, a domének pedig egymástól eltávolodnak, mindeközben a bejárat 
közelében fellép  nagyobb elmozdulások a fehérje távolabbi részeinek kisebb elmozdulásával 
járnak együtt. Ez az eredmény - összhangban a diszulfidhidas kísérleteknél tapasztaltakkal - 
érthet vé teszi, hogy a szubsztrát bejutási helyét l távolabbi régiókban bekövetkez  
flexibilitáscsökkenés is okozhatja az aktivitás elvesztését. Összességében tehát a katalitikus 
aktivitáshoz a két domén együttes, összehangolt mozgása szükséges. 
Ha szétnézünk más propellert tartalmazó enzimek között, találhatunk még olyan enzimet, 
melynél szintén nem egyértelm , hogy milyen útvonalon közelíti meg a szubsztrát az aktív 
helyet. A Thermoplasma acidophilum tricorn proteáznak a katalitikus domén mellett két nyitott 
velcro topológiájú propeller doménje van, amelyek külön ki- és bejáratot biztosíthatnak a 
lebontandó és a már átalakított specieszeknek. Az enzim 7-lemezes propellere a proteáz domén 
felé szélesedik, ezt gondolják szubsztrátbejáratnak, míg a 6-lemezes propellere, mely az oldószer 
felé szélesedik, lehet a termékek kijutási útja (Brandstetter, Kim et al. 2001). A prolil-
oligopeptidáz családba tartozó dipeptidil-peptidáz IV enzimet a szubsztrátbejutás tekintetében 
hasonlónak vélik a tricorn proteázhoz (Engel, Hoffmann et al. 2003): van egy befelé b vül  
csatornájú 8-lemezes propellere, mely megfelel a tricorn proteáz szubsztrátfogadó propellerének, 
valamint egy széles oldalsó nyílása, mely termékkijáratként m ködhet. Ugyanakkor az ellenkez  
irány is feltehet : a nagyobb, oldalsó nyíláson közelíthet a szubsztrát, mivel így az átalakuláshoz 
megfelel  irányultságban van, míg ha a propelleren át érkezne, akkor a katalitikus triád felé 
haladtában meg kellene fordulnia (Rasmussen, Branner et al. 2003). Mindazonáltal a DIP IV 
különbözik a POP-tól, mivel mindkét nyílása, de különösen az oldalsó eleve olyan széles, hogy 
azokon keresztül a szubsztrát vagy a termék az enzim szerkezetében bekövetkez  változás nélkül 
is elérheti vagy elhagyhatja az aktív helyet. 
Id közben egy bakteriális POP röntgenszerkezete is segítette a kérdéses mechanizmus 
tisztázását (Shan, Mathews et al. 2005). A C-terminálisán His6-toldalékot visel  Sphingomonas 
capsulata (SC) POP kristályszerkezetében ugyanis egy kinyílt enzim látható. Az adott 
körülmények között ugyanis a toldat egy hélixet alakít ki, amely beékel dik egy másik POP 
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molekula két doménje közé úgy, hogy a beékel déssel szemben, ahol a doméneket összeköt  
szálak futnak, a két domén a zárt formánál megszokott közelségben marad. A kinyílás a sertés 
POP-nál szubsztrátbejáratként azonosított helyen következik be. A kinyílt SC POP szerkezetében 
kialakuló üreg jóval nagyobb, mint amit a molekuladinamikai szimuláció a sertés POP bejárati 
üregére mutatott; a nagy üreg létrejöttével számos, a zárt enzimben a két domén közötti részen 
még jelenlév  kölcsönhatás meg is sz nik. Az általunk is vizsgált, a bejárat kialakításában részt 
vev  flexibilis huroknak megfelel  részlet a SC POP szerkezetében már olyannyira mozgékony, 
hogy nem is látszik az elektrons r ség-térképen. Szintén nem látható a katalitikus hisztidin és 
környezete, ami a nyitott forma inaktivitására utal. Ezzel magyarázható, hogy nagyobb peptidek, 
fehérjék, amelyek nem férnek be a zárt forma üregébe, nem hasíthatók a prolil-oligopeptidázzal. 
Mindazonáltal a kisebb, hasítható peptidek is igényelnek bizonyos, valószín leg méretükkel 
arányos kinyílást a szubsztrát aktív helyre jutása során, ami összhangban van a sertés POP-nál 
korábban tapasztaltakkal: a szubsztrát köt dése szerkezetváltozást indukál, ami egyben a 
sebességmeghatározó lépés is. 
Láttuk, hogy a szerin-oligopeptidázok között akadnak olyan kivételek, amelyek képesek 
nemcsak oligopeptid szubsztrátok hidrolízisére, hanem valódi fehérjék hasítására is. Az egyik 
ilyen kivételként számon tartott enzimmel, a Pfu POP-al végzett kísérleteink szerint az enzimre 
ugyan nem jellemz  a fehérjék hasítása, de extrém körülmények között valóban tapasztalható 
csekély mérték  fehérjebontó képesség. Ez a kis valószín séggel bekövetkez  hasítás úgy 
képzelhet  el, hogy a fehérjeszubsztrát valamely flexibilis, rendezetlen részlete - kvázi-
oligopeptidként –beférk zhet az aktív helyre. 
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4 A dolgozatban ismertetett eredmények összefoglalása 
 
Ezen munka eredményeképpen megmutattuk a szerin-oligopeptidázok m ködésének több 
jellegzetességét. Kutatásaink célpontja a prolil-oligopeptidáz család S9A alcsaládjának két tagja 
volt. A prolil-oligopeptidáz (POP) a központi idegrendszer különféle zavaraiban érintett, az 
oligopeptidáz B (OPB) a tripanoszómák szaporodásában játszik szerepet. 
Vizsgáltuk a m ködésben fontos enzimcsoportok katalízishez való hozzájárulását. 
Megállapítottuk, hogy a katalitikus aszparaginsav közrem ködésével a sertés POP katalitikus 
triádja töltésstabilizáló rendszerként m ködik. Azt találtuk, hogy a katalitikus aszparaginsav 
hozzájárulása, csakúgy mint az E. coli OPB oxianion-köt helye által nyújtott stabilizáció,  
a szubsztrát min ségét l függ. Az OPB általi katalízis különlegessége, hogy az oxianion-
köt hely nemcsak elektrofil katalizátorként hatékony, az S1 és S2 szubsztrátköt hely pedig nem 
csupán a szubsztrátok kötéséért felel s, hanem az egyes köt helyek további szerephez is jutnak. 
Feltártuk a szubsztrát aktív helyre jutásának módját. A POP aktív helye az enzim két 
doménje által közbezárt üregben helyezkedik el. A katalitikus csoportokat eltakarja a velcro-val 
nem záródó, 7-lemezes propeller domén, kizárva az aktív helyr l a nagy, strukturált peptideket, 
ezért hasít a POP csak oligopeptideket. A kristályszerkezetben bejáratnak alkalmas méret  nyílás 
nem látszik, a szubsztrát aktív centrumba jutása a szerkezet felnyílását igényli. A kinyílás során a 
propeller 1. és 7. lemeze válhat szét vagy a domének távolodhatnak el egymástól. A propeller 
lemezei ill. a domének közé beépített diszulfidhidak az enzimet az aktivitáshoz szükséges 
oszcilláló mozgások gátlása révén inaktiválták, továbbá a doménzárás megakadályozta egy 
szubsztrát köt dését. Mindezek azt jelzik, hogy a POP m ködéséhez a két domén együttes 
szerkezetváltozása szükséges. Az önálló propeller domén kísérleteinkben mutatott nagyfokú 
stabilitása arra utal, hogy nem várható a kinyílása, a szubsztrát rajta keresztül való bejutása. 
Számitásokkal egyetlen lehetséges szubsztrátbejáratként egy kisebb üreg azonosítható a két 
domén határán, melyet a peptidáz N-terminális része és a propeller egy mozgékony hurokja 
együttesen alakít ki. A mozgékony hurokról igazoltuk, hogy befolyással van a szubsztrát 
köt désére, ami valószín síti, hogy a szubsztrát bejutási útvonalában helyezkedik el.  
A Pyrococcus furiosus POP N-terminálison csonkított változatának vizsgálata arra mutatott rá, 
hogy az N-terminális rész szerepet játszik a fehérjeszerkezet stablizálásában is.  
A Pyrococcus furiosus POP kinetikai vizsgálata során azt találtuk, hogy a korábban 
közöltekkel ellentétben ez az enzim sem rendelkezik számottev  fehérjebontó aktivitással. 
Eredményeink arra utalnak, hogy fehérjék oligopeptidázok általi hasítására csak extrém 




We have studied two serine peptidases of the prolyl oligopeptidase family (subfamily 
S9A). Prolyl oligopeptidase (POP) is implicated in a variety of disorders of the central nervous 
system and oligopeptidase B (OPB) is involved in trypanosomiasis. This research was 
undertaken to further our understanding of the structure and function of oligopeptidases. 
We have investigated the contribution of the functionally important groups to the 
catalysis. Substrate-dependent competency of the catalytic triad was demonstrated for the 
porcine POP. Similarly, the catalytic effects of the oxyanion binding site of the oligopeptidase B 
from E. coli were shown to depend on the nature of the substrate. As a peculiarity of the action  
of OPB, it was found that the oxyanion binding site is not just an electrophilic catalyst and the 
carboxyl dyads of the subsites S1 and S2 are not just substrate binding sites but each individual 
group plays a multifunctional role in the catalysis. 
We have revealed the mechanism of substrate selection and the route for the substrate to 
the catalytic groups. POP contains a peptidase domain and its catalytic triad is covered by the 
central tunnel of a seven-bladed -propeller. This domain makes POP an oligopeptidase by 
excluding large structured peptides from the active site. Substrate access requires conformational 
changes that open up the protein structure: either blades 1 and 7 move apart or the peptidase 
and/or the propeller domains move to create an entry site at the domain interface. Engineering 
disulfide bridges to the expected oscillating structures prevented such movements, which 
destroyed the activity and precluded substrate binding. This indicated that concerted movements 
of the propeller blades and the domains are essential for the enzyme action. The separated 
propeller of the POP proved to be fairly stable, indicating that it cannot open up to permit the 
substrate entry through this domain. Instead, a small inter-domain tunnel comprising the highly 
flexible N-terminal segment of the peptidase domain and a facing hydrophilic loop from the 
propeller was identified computationally as the only potential pathway for the substrate.  
The functional importance of the tunnel-forming loop in substrate binding was confirmed 
experimentally, which supports the involvement of this loop in substrate passage. However,  
the tunnel-forming N-terminal segment is also important for the stabilization of the proper 
protein structure, as shown with the truncated variant of the POP from Pyrococcus furiosus. 
In contrast to a previous study, we have demonstrated that the POP from Pyrococcus 
furiosus does not display appreciable activity against protein substrates. The observed hydrolysis 




Ezúton szeretném köszönetemet kifejezni mindazoknak, akiknek a segítsége nélkül ez a 
dolgozat nem született volna meg. Köszönettel tartozom témavezet mnek, akit l sokat 
tanulhattam, munkatársaimnak, amiért bátorítottak. 
Továbbá ezúton is köszönetet mondok mindazoknak, akiknek a munkája megjelenik 
ebben a dolgozatban: Szeltner Zoltánnak a DNS-munka, Szamosi Ilonának a fehérjék 
preparálása, Renner Veronikának a kinetikai mérések során nyújtott segítségéért. Köszönettel 
tartozunk együttm köd  partnereinknek: Fuxreiter Mónikának, Magyar Csabának és Simon 
Istvánnak (Enzimológiai Intézet) a POP flexibilitásával kapcsolatos számításokért; Fülöp 
Vilmosnak és Dean Rea-nak (University of Warwick, Anglia) az enzimvariánsok 
kristályszerkezetének meghatározásáért. 
Külön köszönet illeti az Enzimológiai Intézetet, amiért helyet adott a dolgozat alapjául 
szolgáló kutatásnak. 
Végezetül köszönet családomnak, amiért mellettem állnak, bárhogy legyen is. 
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